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ABSTRAKT 
 Termofilní enzymy se tvoří v organismech žijících při teplotách 60-80°C, v některých 
případech i vyšších a jsou za těchto teplot aktivní a stabilní. Tato práce se zabývá výskytem 
termofilních a hypertermofilních organismů, způsoby jejich adaptace na život v prostředí s 
teplotou výrazně přesahující optimum pro většinu organismů a současnými poznatky a názory 
na jednotlivé možné faktory zvyšující termostabilitu proteinů. Shrnuje vlastnosti a funkce 
termofilních enzymů a jejich současné aplikace (např. PCR, škrobárenství). Srovnává výhody 
a nevýhody použití těchto enzymů oproti současným používaným mesofilním enzymům. 
Předkládá možnosti budoucího použití termozymů v různých odvětvích průmyslu, kde by 
mohly nahradit některé postupy značně znečišťující životní prostředí, zjednodušit procesy a 
mít ekonomický význam. 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 Thermophilic enzymes are produced by organisms living at temperatures between 60 and 
80°C, in some cases even higher, and are active and stabile at these temperatures. This work 
deals with thermophilic and hyperthermophilic organisms, their habitats, ways of adaptation 
to environment with considerably higher temperatures than optimal temperature for most 
organisms, and recent findings and opinions about possible factors enhancing protein 
thermostability. Properties and behaviour of thermophilic enzymes and their current 
applications (i.e. PCR, starch industry) are summarized. Advantages and disadvantages of 
using of these enzymes in comparison to currently used mesophilic enzymes are compared. 
Possible applications of thermozymes in various industrial branches, where they could replace 
some environment polluting procedures, simplify technology and be economically important, 
are introduced. 
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1. ÚVOD 
 Termostabilní enzymy, které optimálně fungují mezi 60-125°C, si v minulých letech 
získaly zvýšenou pozornost vzhledem ke svému potenciálnímu využití v biotechnologiích. Již 
v současné době jsou používány v molekulární biologii (např. Taq polymerasa), jako přídavek 
v detergentech (např. proteasy) a ve škrobárenském průmyslu (např. α-amylasa, glukosa 
isomerasa atd.) a předpokládá se jejich aplikace v mnoha dalších procesech vyžadujících 
zvýšenou stabilitu, což zahrnuje organické syntézy (např. lipasy, proteasy, oxidoreduktasy), 
diagnostiku, zpracování odpadů, papírenský průmysl a výrobu krmiv pro hospodářská zvířata. 
Tyto enzymy jsou také významnými nástroji pro studium stability proteinů. [1] 
 Termozymy se vytvářejí v termofilních mikroorganismech, žijících při teplotách 60-80°C, a 
hypertermofilech (>80°C). Zatímco termofilové jsou klasifikováni jako bakterie nebo archaea, 
většina hypertermofilů je archaea. S objevem termostabilních enzymů syntézy proteinů z 
Thermus aquaticus začátkem 70. let se zjistilo, že proteiny z termofilů jsou termostabilní a 
aktivní při maximální růstové teplotě daného mikroorganismu. [1] Obvykle špatně účinkují 
při teplotě nižší jak 40°C. [2] 
 Hypertermofilní proteiny jsou velmi podobné svým mesofilním homologům. S výjimkou 
fylogenetických variací, jediným, co odlišuje hypertermofilní a mesofilní enzymy, je teplotní 
rozsah, ve kterém jsou stabilní a aktivní. Sekvence aminokyselin homologních 
hypertermofilních a mesofilních proteinů jsou z 40-85 % totožné, jejich trojrozměrné 
struktury se překrývají a mají stejné katalytické mechanismy. [1, 2] S několika výjimkami 
mohou být klonované termozymy úspěšně vpraveny do mesofilních organismů. 
Rekombinantní termozymy si ponechávají všechny své původní vlastnosti, včetně 
termostability a optimální aktivity při vysokých teplotách. [1] 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Přehled a výskyt termofilních mikroorganismů 
 Dřívější teorie a nepřímé důkazy naznačovaly, že hypertermofilové by mohli být prvními 
formami života vyskytující se na Zemi. Hypertermofilní enzymy proto mohou sloužit jako 
modely pro studium vývoje enzymů, molekulárních mechanismů pro termostabilitu proteinů a 
horní teplotní hranice pro funkci proteinů a vést tak k rozvoji nových a efektivnějších postupů 
proteinového inženýrství a řady biotechnologických aplikací. [2] 
 Jaká je mezní teplota pro živé organismy? V roce 1969 byla za extrémně termofilní 
považována Thermus aquaticus (známá produkcí Taq polymerasy používané v PCR), jejíž 
optimální teplota pro růst je 75°C. V současnosti jsou známy organismy s mnohem vyšším 
teplotním optimem. [2] 
2.1.1 Přehled 
 Mikroorganismy schopné optimálního růstu při teplotách 50-60°C jsou označovány jako 
mírně termofilní. Většina těchto mikroorganismů patří do mnoha odlišných taxonomických 
skupin eukaryotických a prokaryotických mikroorganismů jako protozoa (prvoci), fungi 
(houby), algae (řasy), streptomycety a cyanobakterie. Lze předpokládat, že mírní termofilové, 
kteří jsou fylogeneticky blízce příbuzní mesofilním organismům, jsou sekundárně 
přizpůsobení životu v horkém prostředí. [3] 
 Archaeobakterie jsou považovány za nejprimitivnější skupinu organismů, ze kterých se 
vyvinuly eubakterie a eukaryota jako dvě odlišné linie. Archaeobakterie zahrnují extrémní 
halofily, methanogenní bakterie a hypertermofily. Předpokládá se, že Archaeoglobus fulgidus 
by mohl být možným chybějícím biochemickým spojením mezi archaeobakteriemi 
představující přechodný stav mezi anaerobním termofilním typem metabolismu založeném na 
síře nalezeném např. u Thermococcus spp. a methanogenezí u Methanococcus spp. [4] 
 Extrémní termofilové, kteří žijí při teplotách 60-80°C, jsou rozšířeni mezi druhy Bacillus, 
Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Thermotoga a Aquifex. 
Některé druhy mají optimum 80-110°C. [3, 5] Doposud bylo popsáno zhruba 70 
hypertermofilních archaea. [2, 5, 6] Naproti tomu bylo kultivováno pouze několik málo 
hypertermofilních bakterií patřících do řádu Thermotogales a Aquificiales. [2, 5] Modelovými 
organismy pro studium jsou rody Pyrococcus a Thermotoga, o kterých je známo nejvíce 
informací. [5]  
 Mezi eukaryotickými organismy existuje pouze několik druhů hub, kterým se daří při 
teplotách 45-55°C. Zahrnují termofilní a termotolerantní formy, které se odlišují na základě 
jejich minimální a maximální teploty pro růst. Termofilní houby mají růstové teplotní 
minimum 20°C a více a maximum 50°C. Termotolerantní druhy mají teplotní rozsah 20-55°C. 
Teplomilnost u hub není tak extrémní jako v případě eubakterií či archaea. Pravděpodobně 
kvůli nevelkému stupni teplomilnosti a nepříliš exotickým nalezištím se termofilním houbám 
nedostává mnoho pozornosti. Nicméně vzhledem k tomu, že velká většina eukaryot nedokáže 
přežít dlouhotrvající expozici teplotám 40-45°C,  schopnost asi 30 druhů hub prolomit horní 
teplotní hranici eukaryot je vlastnost, která si zaslouží objasnění. [7] 
 Termofilní houby jsou hlavní součástí mikroflóry, která vzniká v hromadách rostlinného 
materiálu, hospodářských a lesnických produktů a další nahromaděné organické hmotě, kde 
teplé, vlhké a aerobní prostředí zajišťuje základní podmínky pro jejich rozvoj. Představují 
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heterogenní fyziologickou skupinu různých druhů z Phycomycetes, Ascomycetes, Fungi 
imperfecti a Mycelia sterilia. [7] 
 V současnosti se za důležité taxonomické kritérium pro rozlišení organismů považuje 
tvorba spor. Ale sporulace může být často pozorována pouze za speciálních laboratorních 
podmínek a o některých anaerobech dříve klasifikovaných jako nespirálující (např. Sarcina 
ventriculi a Thermoanaerobacter brockii) se zjistilo, že jsou schopni tvořit spory, čímž 
dochází k nesprávnému taxonomickému určení. [4] 
2.1.2 Metabolismus a adaptace 
 Možná nejzajímavější skupinou termofilů jsou hypertermofilové, jelikož isolací těchto 
organismů bylo zapříčiněno přehodnocení možných nalezišť mikroorganismů a zvýšení 
teplotního maxima, při kterém ještě existuje život. [4] 
 Hypertermofilové jsou adaptováni na horké prostředí svými fyziologickými a vyživovacími 
nároky. Složky jejich buněk jako proteiny, nukleové kyseliny a membrány musí být 
stabilnější než u mesofilních druhů a funkční při teplotách kolem 100°C. [5, 6] S ohledem na 
nízkou teplotní stabilitu metabolitů jako např. NAD(P)/H či ATP se odhaduje, že horní 
životní teplotní limit nepřekročí 150°C. [5] Při teplotě nad 110°C se molekuly jako 
aminokyseliny a metabolity stávají vysoce nestabilními, hydrofobní interakce znatelně 
slábnou. ATP se při teplotách pod 140°C ve vodném roztoku samovolně hydrolyzuje. [2] 
 V současnosti maximální potvrzená růstová teplota je 113°C, které dosahuje Pyrolobus 
fumarii – fakultativně aerobní chemolithoautotrofní archaeon. [5] Značný podíl buněk Pl. 
fumarii v exponenciální fázi růstu je schopen vydržet 1 h při 121°C, což dokazuje výjimečnou 
termotoleranci tohoto druhu. [5, 6] 
 Jsou též přizpůsobeni různým vnějším faktorům jako složení minerálů a plynů, pH, redoxní 
potenciál, obsah solí a teplota. Většina z nich vykazuje chemolithoautotrofní způsob výživy 
[5, 6]: anorganické redoxní reakce slouží jako zdroj energie a CO2 je zdrojem uhlíku 
vyžadovaným pro stavbu organických buněčných materiálů. Energeticky výnosné reakce 
chemolithotrofních hypertermofilů jsou anaerobní a aerobní typy respirace (viz Tab. 1). H2 
slouží jako důležitý donor elektronů. V přírodním prostředí může být součástí sopečných 
plynů. [6] Dalšími donory elektronů jsou sulfidy, síra a železnaté ionty. [5, 6] Stejně jako 
mesofilní respirující organismy, někteří hypertermofilové používají kyslík jako akceptor 
elektronů. Avšak tyto mikroorganismy jsou mikroaerofilní a proto rostou pouze při nízkých 
koncentracích kyslíku (dokonce jen 10 ppm). Někteří z chemolithotrofních hypertermofilů 
jsou fakultativně heterotrofní. Jsou schopni místo anorganických živin využívat alternativního 
organického materiálu, pokud se nachází v okolním prostředí (např. z rozkládajících se 
buněk). Heterotrofní hypertermofilové získávají energii buď aerobní či jinou anaerobní 
respirací s použitím organického materiálu jako donoru elektronů nebo fermentací. [6] 
 Řada hypertermofilních archaeobakterií je schopna zpracovávat CO2 jako jediný zdroj 
uhlíku za zisku energie z oxidace vodíku sírou a produkce sulfanu. Jedinou archaeobakterií, 
která využívá CO, je Thermoproteus tenat. Pouze několik organismů umí zužitkovat 
sacharidy (např. Desulfurococcus saccharovorans, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei 
aj.), ačkoli většina z nich zpracovává organickou hmotu. [4] 
 Zkoumání míst výskytu hypertermofilů z podmořských sopečných vývěr a vnitrozemských 
solfatár objasňuje roli těchto organismů v koloběhu uhlíku v tomto prostředí. Vývěry v 
důsledku hlubokého umístění nepřijímají žádné sluneční světlo, mají nízký obsah či úplnou 
absenci organických živin a jsou bohaté na H2S, Mn, H2, CO, CH4 a další anorganické látky. 
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Hypertermofilové tvoří část základny potravního řetězce, zpracovávají H2, CO2 a CO a tvoří 
produkty, kterými se živí živočichové osidlující sopečné vývěry, čímž přispívají k 
jedinečnému ekosystému nezávislému na Slunci. Proto tedy jsou hypertermofilové dobře 
přizpůsobeni svému prostředí, jelikož jsou primárně autotrofní, nefotosyntetizující a schopni 
růstu při vysokých teplotách prostředí vývěr. [4] 
Tab. 1 Energeticky výnosné reakce chemolithotrofních hypertermofilů [6] 
Reakce Druh 
2S+3O2+2H2O → 2H2SO4 Sulfolobus*, Acidianus*, Aquifex 
H2+1/2O2 → H2O Aquifex, Pyrobaculum*, 
Sulfolobus* 
H2+HNO3 → HNO2+H2O Aquifex, Pyrobaculum* 
4H2+HNO3 → NH4OH+2H2O Pyrolobus 
H2+6Fe(OH)3 → 2Fe3O4+10H2O Pyrobaculum* 
2FeCO3+HNO3+5H2O → 2Fe(OH)3+HNO2+2H2CO3 Ferroglobus 
4H2+H2SO4 → H2S+4H2O Archaeoglobus* 
H2+S → H2S Pyrobaculum*, Thermoproteus*, 
Pyrodictium* 
4H2+CO2 → CH4+2H2O Methanopyrus, Methanothermus, 
Methanococcus 
* fakultativně heterotrofní 
 
 Většina eubakteriálních anaerobních termofilů je chemoorganotrofní. Clostridium 
thermoaceticum, Clostridium thermoautotrophicum, Thermodesulfotobacterium commune a 
další jsou také chemolithotrofní. Eubakteriální termoanaerobové patří do téměř stejné 
výživové skupiny jako mesofilní bakterie. [4] 
 Molekulární mechanismy umožňující organismům zvládat extrémně vysoké teploty jsou 
různé. Zahrnují specifické adaptace na několika úrovních: 1. struktura a funkce makromolekul 
a buněčných struktur, 2. fyziologie a metabolismus, 3. regulace genové exprese a udržení 
neporušenosti DNA. Zvláštní pozornost si zaslouží přinejmenším tři věci – stabilita membrán, 
DNA a proteinů a jejich funkce v extrémních teplotách. Co se týká buněčných membrán, 
lipidové jednovrstevné membrány s etherovými vazbami nalezené v extrémně termofilních 
archaea jsou vhodnější pro život ve vysokých teplotách než bakteriální lipidové dvojvrstevné 
membrány. Vazby etheru jsou odolnější k teplotám než esterové vazby a tyto membrány 
vykazují extrémně nízkou propustnost pro protony a ionty. [5] 
 Pokud se podíváme na termostabilitu proteinů, aminokyseliny mohou být za extrémních 
podmínek (teplota, pH, tlak) nevratně zničeny deaminací, β-eliminací, hydrolýzou, 
Maillardovými reakcemi a oxidací. V důsledku toho je nad bodem varu vody poločas 
některých aminokyselin podstatně kratší než generační doba hypertermofilů. Mimoto 
hydrolýza peptidických vazeb určuje teoretický limit stability proteinů přímým ovlivněním 
integrity polypeptidového řetězce na jeho elementární úrovni – tzn. pořadí aminokyselin. 
Nicméně řada enzymů pocházejících z hypertermofilů je stabilní a aktivní při teplotách 
značně převyšujících horní vegetační limit produkujícího organismu. [5]  
 Jedním ze zajímavých rozdílů mezi mírnými termofily a hypertermofily je ve tvorbě spor. 
Dodnes se nepotvrdila jejich tvorba u hypertermofilů, ačkoli mnoho mírných termoanaerobů 
je tvoří. Je možné, že potřebují být schopni sporulace, kdyby žili v prostředích jako například 
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jícen sopky, kde mohou být teplotní rozdíly mnohem větší než v oblastech, kde tito mírní 
termofilové žijí. Extrémní teplotní resistence spor termofilních anaerobů byla zjištěna např. u 
Clostridium thermosaccharolyticum, Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 4B či 
Thermoanaerobacterethanolicus 4B. Spory posledního zmíněného organismu jsou odolnější 
než spory Bacillus stearothermophilus, který je běžně používán jako standard pro posuzování 
procesu autoklávování materiálů pro mikrobiální kultivace. [4] 
2.1.3 Naleziště 
 V současnosti je možné téměř běžně shromažďovat vzorky z hlubokomořského dna, a tudíž 
přístup k hypertermofilním biotopům již není limitujícím faktorem pro jejich studium. Isolace 
a růst čistých kultur nových hypertermofilů byl a stále zůstává velkou výzvou. Názornou 
ukázkou tohoto problému je bakterie Thermocrinis ruber, která byla popsána v roce 1967, ale 
její úspěšná kultivace trvala více jak 25 let. V budoucnu bude hlavním úkolem vytvořit nové 
isolační techniky pro mikroorganismy s odlišnými, nepředvídanými metabolickými 
požadavky. [2] 
 V suchozemských, podzemních a podmořských oblastech s vysokou teplotou se vyskytují 
různé druhy hypertermofilních bakterií a archaea, které jsou schopné optimálního růstu při 
teplotách nad 80°C. [6] Nejčastějšími biotopy jsou vulkanicky a geotermálně vyhřívané 
hydrotermální oblasti, solfatáry, neutrální horké prameny a podmořské sopečné komíny. [2, 
3, 6] Hlubokomořským hypertermofilům se daří v prostředí s hydrostatickým tlakem v rozpětí 
200-360 atm. Některé druhy jsou barotolerantní či dokonce barofilní. [2] Mělčinné mořské 
systémy se nacházejí na plážích ostrovů Vulcano a Ischia (Itálie), Sao Miguel (Azorské 
ostrovy) a Djibouti. Příklady hlubinných nalezišť jsou pobřeží Mexika Guaymas Basin 
(hloubka 1500 m) a East Pacific Rise (2500 m), Mid-Atlantic Ridge (3700 m) a Okinawa 
Trough (1400 m). [3] 
 Hypertermofilové byli také isolováni z horkých průmyslových prostředí . [2] Jako umělé 
biotopy slouží hromady doutnajícího uhelného odpadu a horké výstupní proudy z 
geotermálních elektráren. [6] 
2.1.4 Isolace 
 Jednou z nových technik isolace a charakterizace extrémních termofilů je např. metoda 
optické pinzety (optical tweezers), která dovoluje získat jednotlivé buňky prokaryot pro 
zaočkování do sterilního růstového média. Na rozdíl od klasických metod se isolované buňky 
mohou množit bez nutnosti soupeřit ve vzorku s dalšími mikroorganismy. [5] 
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2.2 Příčiny termostability enzymů a buněk 
 Termostabilita a optimální aktivita při vysokých teplotách jsou základními vlastnostmi 
termofilních enzymů. Enzymová termostabilita zahrnuje termodynamickou a kinetickou 
stabilitu. Termodynamická stabilita je definována volnou energií stabilizace enzymu a jeho 
teplotou tání (Tm, teplota při které je 50 % proteinu rozvinuto). Pro enzymy, které se rozvinují 
ireversibilně, se uvádí pouze Tm. Kinetická stabilita závisí na energetické bariéře pro rozvinutí 
(tj. aktivační energie Ea) a často se vyjadřuje jako poločas enzymu (t1/2), což je doba nutná pro 
snížení aktivity enzymu na 50 % původní hodnoty při dané teplotě. [2] 
 Termofilové jsou pod neustálým destabilizačním efektem vysokých teplot. K tomu, aby 
přežili ve vysokých teplotách, se termofilní prokaryota (Archaea a Eubakterie) různě 
přizpůsobují. Mezi několik důležitých faktorů přispívajících zvýšené stabilitě proteinů patří 
např. rigidita proteinů, iontové interakce, poměr nabitých aminokyselin ve srovnání s 
nenabitými, priorita určitých aminokyselin a jejich distribuce, posttranslační modifikace a 
další. Kromě toho mají vliv na stabilitu proteinů i pomalé rozvinování proteinů u Archaeonů, 
efektivní opětné svinutí proteinů termofilních Eubakterií, menší velikost a vyšší kompaktnost 
proteinů. Avšak tyto faktory se u jednotlivých druhů mohou lišit v závislosti na složení 
proteinů v daných organismech. Dokazují to odlišnosti v adaptaci rozpustných a 
membránových proteinů. Proto se zdá, že neexistuje jediný faktor či jejich kombinace, která 
by mohla být univerzálně použita pro zvýšení termostability proteinů. [8] 
 Termostabilita je předmětem velkého zájmu průmyslu a výzkumu. Velmi důležitou otázkou 
je, jaký druh zvýšené stability je požadován. Hlavním cílem může být udržet protein stabilní 
při teplotách, které by ho normálně destabilizovaly a denaturovaly. Nebo je druhým 
požadavkem udržet protein stabilní při mírných teplotách, ale po delší dobu (tj. zvýšení t1/2) 
pro použití při dlouho trvajících experimentech či výrobních krocích. Tyto dva aspekty 
stability vyžadují lehce odlišný přístup k problému, ale v termostabilních proteinech se 
obvykle uplatňují oba efekty. [9] 
2.2.1 Strukturní základ termostability proteinů 
 Studuje se řada potenciálních interakcí, které mohou sloužit k extrémní termostabilitě 
proteinů. Patří mezi ně: 1. zvýšený počet vodíkových vazeb, 2. elektrostatické interakce 
způsobené solnými můstky, 3. optimalizované hydrofobní interakce, 4. zvýšená kompaktnost 
nebo hustota stěsnání, která zmenšuje dutiny v hydrofobním jádře proteinu, 5. zvýšení 
hydrofobicity jádra, 6. vyšší počet povrchových polárních oblastí ve srovnání s nepolárními, 7. 
zvýšená stabilita α-helixu, 8. vazba kovových iontů, 9. lepší fixace konce polypeptidového 
řetězce k jádru proteinu, 10. nahrazení zbytků s energeticky nevýhodnými konformacemi 
glycinem, 11. zkrácení smyček vystavených rozpouštědlu, 12. vyšší počet molekul prolinu a 
β-vázaných aminokyselin ve smyčkách, 13. spojování v oligomery, 14. snížení obsahu 
teplotně labilních aminokyselin (asparagin, glutamin, cystein a methionin). [5, 10] 
Stabilizační faktory se mohou objevit na všech strukturních úrovních od sekvence 
aminokyselin až po kvartérní strukturu proteinů. Je evidentní, že některé z těchto vlastností 
jsou na sobě vzájemně závislé. [5] 
 Kvůli malým rozměrům buněk hypertermofilů se jakákoli izolační ochrana proti horkému 
prostředí zdá být nemožná. Všechny součásti buňky proto musí být proti teplu resistentní. 
Hypertermofilové patří do dvou fylogeneticky velmi odlišných domén – bacteria a archaea. 
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Proto mohou být způsoby tepelné adaptace odlišné v závislosti na fylogenetickém postavení 
daného organismu. [5] 
 Hlubší poznatky o stabilizačních principech hypertermofilních proteinů budou 
nejpravděpodobněji získány po srovnání jejich prostorových struktur s homologními 
mesofilními enzymy. [5] 
2.2.2 Rigidita 
 Protože jsou termozymy optimálně aktivní za podmínek, kdy mesozymy (mesofilní enzymy) 
denaturují, potřebují být rigidnější. Tato zvýšená rigidita je nezbytná pro uchování jejich 
katalyticky aktivní struktury, chrání je před chemickou, či termickou denaturací a projevuje se 
např. nižší citlivostí k proteolytickému odbourávání. [1] 
 Nadměrná rigidita také vysvětluje, proč jsou hypertermofilní enzymy často neaktivní při 
nízkých teplotách (20-37°C). [2] 
2.2.3 Skladba aminokyselin 
 Dlouho se předpokládalo, že skladba aminokyselin se přímo vztahuje k termostabilitě. [2] 
Ačkoliv žádné systematické záměny aminokyselin nejsou zodpovědné za zvýšenou 
termostabilitu, výzkum početné skupiny enzymů naznačuje, že stabilizující substituce vedou k 
zlepšení schopnosti enzymu „svinout se“ (tzn. vyplnění dutin a zvýšení hydrofobicity jádra) a 
zvyšují celkovou rigiditu enzymu (stabilizací α-helixu, optimalizací elektrostatických 
interakcí a uvolněním konformačního napětí). [1] Doposud však neexistuje všeobecné 
pravidlo, kterým by se řídilo složení aminokyselin termostabilních proteinů a metody 
předpovídající a navrhující mutace nejsou spolehlivé. [10] 
 V hypertermofilních proteinech se nalézá více nabitých postranních řetězců (Glu, Arg a Lys; 
13,24 %) než v mesofilních, většinou na úkor nenabitých polárních aminokyselinových 
zbytků (24,98 %, především Gln 22,21 %, dále Asn, Thr a Ser). [2, 5] Vyšší podíl nabitých 
zbytků (obzvláště na povrchu proteinu) zvyšuje iontové interakce, které zajišťují 
termostabilitu proteinu. [8] Hypertermofilní proteiny také obsahují nepatrně více 
hydrofobních a aromatických postranních řetězců než mesofilní. To ovšem neplatí obecně 
zcela u všech. [2] 
 Porovnání mesofilů a termofilů ukazuje, že v termofilech jsou hojněji zastoupeny 
aminokyseliny Glu, Arg, Tyr, Asp a Lys oproti Ala, Asn, Gln, Thr, Ser a Val. Podíl těchto 
aminokyselin je důležitý pro flexibilitu proteinu či její omezení. Při srovnání termofilů a 
hypertermofilů zjistíme, že v hypertermofilech je velmi vysoký počet nabitých aminokyselin. 
Asp a Met jsou za vysokých teplot nestabilní, a proto jejich procentuální obsah v 
hypertermofilech klesá. Ovšem samotný poměr mezi nabitými a nenabitými aminokyselinami 
nemůže být odpovědný za termální stabilitu. [8] 
 Termostabilita pravděpodobně více souvisí s rozložením postranních řetězců a jejich 
interakcemi v proteinu než se samotnou skladbou aminokyselin. Například dvě homologní 
proteasy subtilisin BPN9 z Bacillus amyloliquefaciens a thermitasa z Thermoactinomyces 
vulgaris mají stejný počet nabitých zbytků, ale termofilní thermitasa obsahuje 8krát více 
iontových párů. [2] 
 S ohledem na představu, že stabilita proteinů je určena stabilitou a pevným sbalením jejich 
jádra, se zkoumala schopnost jednotlivých zbytků účastnit se helikální či vláknité struktury 
jako potenciální stabilizační mechanismus. Při srovnání struktur mesofilních a termofilních 
proteinů se zjistilo, že šroubovice termofilních proteinů jsou obecně stabilnější. Jediné, co se 
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dále zjistilo, byl klesající obsah β-větvených zbytků (Val, Ile, Thr) v termofilních proteinech. 
β-větvené zbytky nejsou v helikální struktuře tak dobře snášeny jako lineární. Ovšem existuje 
opět mnoho případů, kdy se tato tendence nepotvrzuje. [2] 
 Předpokládá se, že další vlivy (tvorba solných můstků, aromatické interakce a vyplňování 
dutin) by mohly být stejně důležité jako vlastní dispozice k tvorbě helixu, o které se 
předpokládá, že sama není schopná dostatečně stabilizovat strukturu proteinů. [2] 
 Ala je aminokyselinou, která nejlépe tvoří helix a předpokládalo se, že je hlavním faktorem 
přispívajícím k termostabilitě. Ačkoli nyní, kdy je k dispozici stále více genomových dat, se 
zdá, že se skladba aminokyselin příliš neliší. Většina substitucí v přírodě vede k snížení 
entropie rozvinutí. [9] 
 Prolin má nejnižší konformační entropii, jelikož počet jeho konfigurací je omezený. Glycin 
je naproti tomu na druhé straně spektra a v místech, kde je to možné, by měl být zaměněn za 
vhodnější. Ovšem důležitější je pozice jednotlivých postranních řetězců. [9] 
2.2.4 Stabilizace α-helixu 
 α-helixy mohou být stabilizovány vnesením zbytků s vysokou tendencí k tvorbě šroubovice 
(např. Ala), které převažují v helixech termozymů. Alaninové zbytky byly vloženy do helixu 
lysozymu T4. S jedinou výjimkou všechny mutace zvýšily stabilitu šroubovice (Zhang, X.J. et 
al., 1992). [1] 
 Počet α-helixů v mesofilech a termofilech je vysoký, ale v hypertermofilech se nacházejí 
spíše β-struktury. [8] 
2.2.5 Hydrofobní interakce 
 Uplatňují se ve vodných roztocích a jejich nositeli jsou nepolární části molekul, mající 
malou afinitu k vodě a projevující tendenci vzájemně se seskupovat. Termodynamické 
studium této asociace ukázalo, že jde o slabě endotermní proces doprovázený velkým 
vzrůstem entropie. Tento entropický zisk je způsoben především změnami ve struktuře vody 
obklopující nepolární zbytky. [11] 
 Hydrofobní interakce jsou považovány za zprostředkovatele energie nutné pro sbalení 
proteinů ve vodném roztoku. [1, 2] 3-isopropylmalát dehydrogenasa z termofilní Thermus 
thermophilus obsahuje dva hydrofobní zbytky (Leu246 a Val249) na rozhraní dimeru, které 
jsou v E. coli nahrazeny méně hydrofobními (Glu a Met). Enzym E. coli je močovinou 
rychleji disociován než termozym. Zavedením Leu246 a Val249 do enzymu E. coli dojde ke 
stabilizaci proti disociaci a denaturaci, což dokazuje jejich vliv na stabilitu termozymu. [1, 2] 
 Ze sledování mesofilních a hypertermofilních homologů lze předpokládat, že proteiny mají 
základní stabilitu zprostředkovanou chráněným jádrem proteinu: 1. hydrofobní interakce a 
aminokyselinové zbytky v jádru zapojené do sekundárních struktur jsou lépe chráněny než 
povrchové oblasti, 2. mnoho stabilizujících substitucí se nalézá v oblastech vystavených 
rozpouštědlu. Vysoký stupeň podobnosti jádra mesofilních a hypertermofilních proteinů 
naznačuje, že i mesofilní proteiny jsou efektivně sbaleny a v jádru již není příliš mnoho 
prostoru pro stabilizace. Stabilizační interakce v hypertermofilních proteinech se obvykle 
vyskytují v méně chráněných oblastech. [2] 
 Na hydrofobní interakce můžeme pohlížet ze dvou hledisek: 1. zabraňují nežádoucí 
solvataci ve vodě, 2. zvyšují Van der Waalsovy přitažlivé síly vyplňováním dutin. Hydrofobní 
interakce se uplatňují pouze v oblastech, kde není přítomna žádná voda, prakticky je to v 
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jádru enzymu. Hydrofobní interakce značně přispívají ke zvětšení stability, avšak je velmi 
těžké ji ovlivnit přímo. [9] 
 Zvláštním případem hydrofobních interakcí jsou interakce mezi aromatickými skupinami 
fenylalaninu a tyrosinu se vzdáleností nepřesahující 7 Å. Většinou se nacházejí mezi skrytými 
a částečně skrytými residui a jeví se energeticky výhodné (80 % má potenciální energii mezi 
0 a -2 kcal.mol-1). [9] 
2.2.6 Sbalení a zmenšení rozpouštědlu přístupného hydrofobního povrchu 
 Při studii z roku 1998 (Karshikoff, Ladenstein) byl porovnán parciální specifický povrch, 
prázdná místa a objem dutin 80-ti nehomologních mesofilních, 20-ti termofilních a 4 
hypertermofilních proteinů. Žádný z těchto faktorů nemůže být považován za běžný 
termostabilizační mechanismus. Samozřejmě existuje několik případů, kdy hypertermofilní 
proteiny částečně získávají na své stabilitě díky lepšímu sbalení. [1, 2] 
 Ačkoli je lepší svinutí jádra často spojeno se zvýšenou hydrofobicitou, v některých 
případech může být stabilita ovlivněna různě. Na základě schopnosti tvořit α-helixy v 
krystalech se usoudilo, že zvyšující se koncentrace peptidů zvyšuje stabilitu šroubovice. 
Vnitřní stěsnání se proto dá považovat buď za obecně stabilizujícího činitele nebo za faktor 
měnící stabilitu sekundárních struktur. [2, 9] 
 Jelikož se povrchové hydrofobní zbytky nemohou podílet na stabilizujících interakcích s 
rozpouštědlem, jsou v neprospěch stability a rozpustnosti proteinu. [2] Možnou modifikací 
proteinu je zvýšení počtu hydrofilních postranních řetězců, které interagují s rozpouštědlem. 
[9] Mnoho hypertermofilních proteinů vykazuje významné zmenšení hydrofobních oblastí na 
povrchu, např. laktát dehydrogenasa z T. maritima, anthranile synthetasa z S. acidocaldarius 
aj. [2] 
2.2.7 Stabilizace solemi 
 Anorganické soli stabilizují proteiny dvěma způsoby: 1. specifickým účinkem, kdy kovový 
ion interaguje s proteinem (viz  2.2.8 Vazba kovů) a 2. prostým solným efektem, který 
ovlivňuje hlavně vodní aktivitu. [2] 
 Rozsah vlivu soli záleží na jednotlivých enzymech. Obecně K+ a NH4+ stabilizují enzymy 
efektivněji než jiné kationy, ze všech anionů mají nejsilnější účinek SO42- a HPO42-. 
Požadavky na soli nejsou vždy uspokojeny intracelulární koncentrací solí. [2] 
2.2.8 Vazba kovů 
 Stabilizace a aktivace enzymů kovy je známá již dlouho. Xylosa isomerasa váže dva ionty 
(výběr z Co2+, Mg2+ a Mn2+). Jeden kation je přímo zapojen do katalýzy, druhý je hlavně 
strukturní. Místa vazby kovů mají rozdílné specifity a záměna jednoho kationu za jiný často 
značně mění aktivitu enzymu, substrátovou specifitu a termostabilitu. [2] 
 Ze studie stability xylosa isomerasy z Bacillus licheniformis v přítomnosti a absenci kovů 
vyplývá, že rozvoj stability závisí na povaze přítomného kovu. Výzkumy nasvědčují tomu, že 
hlavní stabilizující síly jsou spojené s výskytem kovu v holoenzymu. Nepřímým důkazem 
role kovů při stabilizaci hypertermofilních proteinů je obtížnost odstranění kovu z enzymu. α-
amylasy specificky váží Ca2+, který je nezbytný pro katalytickou aktivitu a termostabilitu 
enzymu. [2] 
 Některé popsané termofilní a hypertermofilní enzymy obsahují atomy kovů, které nejsou 
přítomny v jejich mesofilních homolozích. Ferredoxin z Sulfolobus sp. strain 7 obsahuje atom 
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zinku, který je vázán třemi His zbytky a jedním Asp. Tato struktura chybí v eubakteriálních 
homolozích, ale je zachována ve všech termoacidofilech. Atom zinku ve struktuře enzymu je 
důležitý pro termodynamickou stabilitu. Jeho přítomnost či absence nemá sice žádný vliv na 
funkci ferredoxinu, je však zodpovědný za zvýšení Tm o 9°C. [2] 
2.2.9 Redukce konformačního napětí 
 Neglycinové zbytky přítomné v proteinech s levotočivou helikální konformací často 
způsobují jejich nestabilitu, pokud nejsou stabilizovány intramolekulárními nekovalentními 
interakcemi. Těsný kontakt mezi β-uhlíkem a kyslíkem karbonylu aminokyselinového zbytku 
vytváří lokální konformační napětí ve struktuře proteinu. [1, 2] 
 S. Kimura et al. (1992) vytvořil mutantní RNasu H Lys95Gly z E. coli, ve které eliminoval 
konformační napětí tvořené lysinem. Po jeho odstranění se zlepšila stabilita proteinu. [1] 
Stabilita získaná uvolněním tohoto napětí je ještě zvýšena svým stabilizačním efektem na 
interakce v sekundární struktuře. [1, 2] 
 Existují i další možnosti uvolnění konformačního napětí. V α-helixech jsou zbytky s nízkou 
tendencí k tvorbě šroubovice nahrazovány zbytky s vysokým sklonem k tvorbě helixu. K 
těmto substitucím obvykle dochází, když postranní řetězec není v α-helixu správně umístěn. 
[1, 2] Jedním z míst substituce v α-helixech je C-konec. Gly je nejvhodnější aminokyselinou 
na C-konci, protože nepřítomnost postranních řetězců umožňuje zaujmout levotočivou 
helikální konformaci bez napětí a protože kyslík karbonylu hlavního řetězce může vytvořit 
vodíkové vazby s molekulami rozpouštědla. [2] 
 Tyto okolnosti však nebyly v termozymech příliš studovány, protože se nepředpokládá, že 
by měly významný vliv na stabilizaci. 
2.2.10 Redukce entropie rozvinutí 
 Proteiny známé prostorové struktury by mohly být stabilizovány snížením jejich entropie 
rozvinutí. V rozvinutém stavu má glycin (bez β-uhlíku) nejvyšší konformační entropii. [1, 12] 
V procesu sbalení proteinu je vyžadováno mnohem více energie pro zamezení změny 
konfigurace Gly než jakéhokoli jiného zbytku. [1] Naproti tomu prolin, který může zaujmout 
pouze několik prostorových uspořádání a zabraňuje možným konfiguracím dalších zbytků, 
má nejnižší konformační entropii. [2] A proto by mutace Gly3Xaa či Xaa3Pro měly snížit 
entropii rozvinutého stavu proteinu a stabilizovat ho. [1, 2] Lokalizace mutace musí být 
pečlivě vybrána – její poloha by měla umožnit konformaci, která je vhodná pro nový zbytek a 
ten by zároveň neměl ničit stabilizující nekovalentní interakce. Zdá se, že mutace mění 
stabilitu proteinu více ovlivněním volné energie nativního stavu (rigidita a hustota stěsnání 
jádra) než působením na energii rozvinutého stavu. [1]  
 Mnoho termofilních a hypertermofilních proteinů uplatňuje tento stabilizační mechanismus. 
Např. sekundární alkohol dehydrogenasa z Thermoanaerobium brockii obsahuje 8krát více 
prolinů než jeho mesofilní homolog z Clostridium beijerinckii. [2] 
2.2.11 Vodíkové vazby 
 Vodíkové vazby jsou obecně definovány vzdáleností méně než 3 Å mezi donorem a 
akceptorem vodíku a jejich úhlem menším než 90°. [2] Studie role vodíkových vazeb na 
termostabilitu zatím neposkytuje jasné výsledky, protože jejich identifikace je závislá na 
zjištění vysoce rozlišených struktur, které u  mnoha hypertermofilních proteinů ještě nebyly 
zcela objasněny. [2, 9] 
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 Je ovšem prokázán vzájemný vztah mezi termostabilitou a počtem intramolekulárních 
vodíkových vazeb mezi nabitou a neutrální skupinou (mezi atomem postranního řetězce 
nabitého zbytku a buď atomem hlavního řetězce jakéhokoli zbytku nebo atomem postranního 
řetězce neutrálního zbytku). Předpokládá se, že tyto vodíkové vazby jsou v termozymech 
preferovány před solnými můstky či vodíkovými vazbami mezi neutrálními skupinami ze 
dvou důvodů: 1. entropie pro vytvoření vodíkového můstku mezi nabitou a neutrální skupinou 
je nižší než u solného můstku, 2. zvýšení entalpie vytvořením vodíkového můstku mezi 
nabitou a neutrální skupinou je větší než u vodíkového můstku mezi neutrálními skupinami. 
[1] 
 Důvodem, proč by tento typ vodíkové vazby mohl termodynamicky stabilizovat proteiny, 
je: 1. desolvatační energie spojená s vytvořením takové vodíkové vazby je nižší než u 
iontového páru (je vyžadován pouze jeden zbytek místo dvou); 2. vazebná energie vodíkové 
vazby mezi nabitou a neutrální skupinou je mnohem větší než v případě vodíkové vazby mezi 
neutrálními skupinami kvůli interakci nabitých skupin s dipóly. Proto lze tvrdit, že role 
nabitých zbytků v stabilizaci proteinů nemusí být omezena jen na tvorbu iontových párů. [2, 9] 
2.2.12 Disulfidové můstky 
 Kovalentní spojení polypeptidových řetězců většinou realizují disulfidové vazby, vznikající 
oxidačním spojením dvou cysteinylových zbytků. Vytvoří-li se takové vazby uvnitř téhož 
řetězce, vznikají smyčky, které hrají důležitou úlohu při formování prostorové struktury a její 
fixaci. [11] 
 Vliv disulfidových můstků na stabilizaci proteinů spočívá v snížení entropie proteinu v 
rozvinutém stavu. [2, 9] Tento efekt se zvyšuje v poměru k logaritmu počtu zbytků 
oddělujících dva cysteiny spojené můstkem. [2]  
 Kovalentní disulfidové můstky musí být pro vytvoření kompletně rozvinutého stavu 
přerušeny, přičemž tento děj je značně energeticky nevýhodný. [9] Kvůli náchylnosti cysteinu 
a disulfidových můstků k destrukci při vysokých teplotách bylo 100°C považováno za horní 
mez, při které jsou ještě proteiny obsahující disulfidové můstky stabilní. [2, 9] 
 Tento názor byl založen na skutečnosti, že dřívější studie popisující inaktivační 
mechanismy proteinů byly prováděny pouze s tehdy dostupnými enzymy (tzn. mesofilními), 
které byly při 100°C v rozvinutém stavu. Současné charakterizace proteinů obsahujících 
disulfidové můstky, které jsou optimálně aktivní a stabilní při teplotách přesahujících 100°C 
naznačují, že můstky mohou mít stabilizační efekt i při těchto teplotách. [2] 
2.2.13 Aromatické interakce 
 Aromatické páry jsou definovány vzdáleností menší než 7,0 Å mezi středy benzenových 
kruhů. Thermitasa (serin proteinasa) produkovaná Thermoactinomyces vulgaris tvoří 
aromatické páry z 16 aromatických zbytků, zatímco mesofilní homolog z Bacillus 
amyloliquefaciens subtilisin BPN má pouze 6 párů. α-amylasa z P. furiosus obsahuje o 5 % 
více aromatických zbytků než její homolog z Bacillus licheniformis. Zatím ovšem nebylo 
zjištěno, zda se tyto zbytky zapojují do stabilizujících interakcí. [2] 
 V proteinech existuje ještě další typ interakcí zahrnujících aromatické zbytky, který ale 
nebyl příliš prostudován v souvislosti s termostabilitou. Při kation-π interakcích kladné náboje 
(nejčastěji kationy kovů, ale pravděpodobně také kationaktivní postranní řetězce Arg a Lys) 
reagují se středem aromatického kruhu. [2] Stabilizační energie kation-π interakce neklesá 
jako funkce 1/r3, ale vykazuje závislost 1/rn, kde n < 2, což se více podobá coulombickým než 
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hydrofobním interakcím. Nízká závislost kation-π interakcí na vzdálenosti a skutečnost, že 
Phe, Tyr a Trp nemají vysokou desolvatační energii a mohou se snadno přizpůsobit 
hydrofobnímu prostředí, činí z těchto interakcí potenciální stabilizační mechanismus. [2, 9] 
2.2.14 Solné můstky 
 Z řady experimentálních dat vyplývá, že solné můstky jsou běžnými interakcemi 
stabilizujícími proteiny. Stabilizují sekundární struktury zvyšováním jejich rigidity. 
Intramolekulární solné můstky jsou velmi stabilní dokonce i ve vysoce polárním rozpouštědle. 
[1] 
 Statistickými metodami bylo prokázáno, že termozymy mají vyšší poměr Arg:Lys než 
mesozymy. Arg lépe udržuje solné můstky při vysokých teplotách, protože má vyšší pK než 
Lys a protože hodnota pK klesá se zvyšující se teplotou. [1] 
2.2.15 Iontové páry 
 Interakce běžně se nacházející na povrchu termostabilních rozpustných proteinů jsou 
iontové. Tyto interakce mezi náboji mají velký „dosah“ a objevují se i na vzdálenost několika 
angstromů. Při rozvinutí proteinu je zapotřebí energie pro rozbití těchto coulombických 
interakcí. [9] Jelikož jsou iontové páry obvykle přítomny v proteinech v malém množství a 
protože nejsou příliš chráněny, nejsou hnací silou procesu sbalení proteinů. Ve sbalených 
proteinech ale elektrostatické interakce představují významnou stabilizační sílu. [2] 
 Příspěvek jedné interakce nabitých skupin je ovšem velmi nízký ve srovnání s vlivem 
hydrofobních interakcí. Pro docílení stejného účinku by bylo nutné zapojit téměř sto takových 
interakcí. Přesto tento příspěvek ke stabilizaci může mít velký efekt. Silné interakce jsou 
téměř kompletně potlačovány silnými destabilizačními efekty jako např. konformační entropií. 
Množství energie nutné pro narušení interakce nabitých skupin vzrůstá s teplotou kvůli 
snižující se permitivitě vody. [9] 
 Desolvatační příspěvek volné energii sbalení související se spojením  opačně nabitých 
postranních řetězců dohromady je značný a nepříznivý. Tvrdí se, že iontové páry v proteinech 
jsou destabilizující, protože tento příspěvek není dostatečně kompenzován elektrostatickou 
energií poskytovanou iontovým párem. Nežádoucí příspěvek se zmenšuje při vysokých 
teplotách, částečně kvůli snížení permitivity vody. Tato redukce je téměř výhradně 
elektrostatická, primárně působí na povrchová nabitá residua (molekuly vody jsou při 
vysokých teplotách méně uspořádané a v průměru dále od nabitých zbytků). Nabité zbytky 
inklinují k přeskupení svých konformací k vylepšení přímých elektrostatických interakcí mezi 
sebou a ztráta volné solvatační energie je téměř úplně kompenzována přírůstkem interakční 
energie s dalšími nabitými postranními řetězci v proteinu. [2]  
 Ačkoli iontové párování nemusí být optimálním stabilizačním mechanismem, či dokonce 
destabilizačním pro mesofilní proteiny, představuje silný stabilizační mechanismus pro 
hypertermofilní proteiny. [2] 
 Mutace v interakcích nabitých skupin mají několik významných výhod: 1. nalézají se na 
povrchu proteinu a proto je méně pravděpodobné, že budou narušovat strukturu a funkci 
proteinu; 2. efekt pozměněného residua lze spočítat za použití relativně snadných modelů. 
Pokud je energie spočtená pro určitý zbytek positivní, jeho vliv je převážně destabilizační. 
Možným následujícím krokem je prosté odstranění tohoto zbytku nebo jeho záměna za 
neutrální. [9] 
 19 
 Kombinace výpočtových, biochemických a strukturních důkazů podporuje hypotézu, že 
tvorba iontových párů a vodíkových vazeb místo hydrofobních interakcí hraje významnou roli 
při stabilizaci enzymů z extremofilů. [12] 
 Předpokládalo se, že iontové páry spojující části proteinů, které jsou ve struktuře postaveny 
vedle sebe, ale nesousedí spolu, mohou významně přispívat k termostabilitě proteinů. 
Současné poznatky o hypertermofilních proteinech tuto hypotézu potvrzují. Ačkoli většina 
informací se týká iontových párů, mohl by být tento předpoklad rozšířen o další typy 
nekovalentních interakcí. [2] 
2.2.16 Intermolekulární interakce a oligomerace 
 Intermolekulární interakce jsou u některých hypertermofilních a termofilních proteinů 
považovány za potenciálně nejvýznamnější stabilizační mechanismus. [2, 9] Při mutaci 
Gly281Arg v GAPDH z B. subtilis, kdy se dosáhlo sekvence stabilnější GAPDH z 
B. stearothermophilus, vznikly kineticky stabilizující intermolekulární iontové páry. Poločas 
enzymu se zvýšil z 19 min při 50°C na 198 min při 75°C (Mrabet, N. T. et al, 1992). [2] 
 Formyltransferasa z Methanopyrus kandleri (MkFT) je monomerní a neaktivní při nízkých 
koncentracích solí. Při vyšších koncentracích zaujímá strukturu dimeru nebo tetrameru. 
Aktivita MkFT ve formě dimeru či tetrameru v přítomnosti fosforečnanu draselného je 
stimulována přidáním NaCl, což naznačuje, že oligomerace je nezbytně nutná pro aktivitu a 
že mechanismy aktivace a oligomerace způsobené solemi jsou rozdílné. V krystalické 
struktuře enzymu jsou rozhraní podjednotek většinou hydrofobní. Lyotropní soli zvyšují 
hydrofobní interakce a pravděpodobně zesilují interakce podjednotek. Jak termodynamická 
tak kinetická stabilita se s oligomerací zvyšuje. [2] 
 Zdá se, že intermolekulární interakce hrají skutečně hlavní roli ve stabilizaci 
hypertermofilních proteinů. Zajímavé je, že neexistuje jednotný typ interakce odpovědný za 
stabilizaci. Je znám stále větší počet hypertermofilních proteinů, které mají vyšší stav 
oligomerace než jejich mesofilní homology. [2] 
2.2.17 Stabilizace smyček a upevnění otevřených konců 
 Smyčky, které byly dlouho považovány za „slabá spojení“ mezi sousedními složkami jádra, 
které jsou zodpovědné za stabilitu proteinu, si získávají zvýšenou pozornost, neboť se 
předpokládá jejich potenciální role při stabilizaci proteinu. Smyčky jsou oblasti s nejvyššími 
teplotními činiteli ve struktuře proteinu, což signalizuje jejich náchylnost k rozvinutí během 
tepelné denaturace. [1, 2] Při krystalizaci proteinu jsou smyčky a C- a N-konce obvykle 
oblasti s nejvyšší pohyblivostí a nejpravděpodobněji místem začátku denaturace. [9] 
 Navzdory dřívějšímu názoru, že smyčky nemají žádný vztah k stabilitě proteinů, smyčky v 
hypertermofilních proteinech vykazují strukturní rysy, které by mohly vést ke stabilizaci 
proteinů. [2, 9] Jsou pozorovány 2 způsoby stabilizace: smyčky jsou buď zkráceny nebo lépe 
připevněny ke zbytku proteinu. [1, 2, 9] Zkrácení může být následek vytvoření nebo 
prodloužení sekundární struktury. [2, 9] Např. v prasečí citrát synthase se nacházejí čtyři 
smyčky, které chybí v enzymu z T. acidophilum a ostatní smyčky umístěné v blízkosti vysoce 
flexibilních α-helixů jsou v termozymu zkráceny. Předpokládá se, že tyto změny zvyšují 
kompaktnost proteinu a snižují jeho flexibilitu a tím významně přispívají k stabilitě 
termozymů. [1] Upevnění se docílí iontovými páry, vodíkovými vazbami nebo hydrofobními 
interakcemi. [2, 9] Kromě toho se smyčky podílejí na stabilizaci interakcí mezi sekundárními 
strukturami a mezi doménami termozymů. [1] 
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 Stabilizace N- a C-konců zahrnuje podobné mechanismy jako stabilizace smyček. [2, 9] N- 
a C-konce spolu často interagují a vzájemně se tak stabilizují a mohou být stejně jako smyčky 
připevněny na rozhranní podjednotek. [2] 
2.2.18 Posttranslační modifikace 
 Glykosylace proteinů je rozšířená mezi eukaryotickými a řadou bakteriálních 
extracelulárních enzymů. Pouze o několika málo hypertermofilních enzymech je známo, že 
jsou glykosylovány. Většina glykosylovaných enzymů (bakteriálních, archaeobakteriálních a 
eukaryotických) si při vnesení do bakterií zachovává své katalytické vlastnosti a stabilitu. Při 
několika studiích s přirozeně glykosylovanými eukaryotickými proteiny se prokázalo, že 
glykosylace by mohla vyvolat značnou tepelnou stabilizaci bez ovlivnění sbalení proteinu či 
jeho konformace. Vyšší tendence deglykosylovaných enzymů k vytváření shluků během 
termální inaktivace naznačuje, že glykosylace by mohla také zabránit agregaci sbalených či 
rozvinutých proteinů. [2] 
 Efekt glykosylace na termostabilitu byl rovněž studován s dvěmi β-glukanasami z Bacillus 
vnesenými do E. coli a Saccharomyces cerevisiae. Jeden z těchto enzymů byl glykosylací při 
70°C silně kineticky stabilizován a jeho optimální teplota byla vyšší. Stupeň termostabilizace 
závisel spíše na lokaci sacharidické části na proteinu než na rozsahu glykosylace. Ačkoli 
glykosylace pravděpodobně není v přírodě běžnou metodou termostabilizace, mohla by 
představovat alternativní způsob termostabilizace enzymů či solubilizace. [2] 
2.2.19 Teplotně šokové proteiny 
 Krátkodobé zvýšení teploty nad maximální teplotu vyvolává teplotní šok, který vede k 
různým výkyvům metabolismu. Přitom se syntetizují tzv. teplotně šokové proteiny (heat 
shock proteins, HSP), které náleží mezi stresové proteiny. Těmito proteiny se rozeznávají 
anomální proteiny tvořené při stresu a zajišťuje se jejich rychlé odbourávání. [13] Bylo 
prokázáno, že tvorba bílkovin teplotního šoku je důsledkem diferencované aktivace genů. 
Jejich hlavní složky mohou zřejmě modifikovat membránové systémy buněčného jádra a 
cytoplasmy tak, že je metabolický aparát buňky chráněn ve značném rozsahu před účinky 
vyšších teplot. [11] 
 Dnes je známo několik typů HSP, které bývají označovány podle molekulové hmotnosti 
(např. HSP70, nazývané chaperony, mají molekulovou hmotnost 70 kD). [5, 13] HSP se 
syntetizují v buňce i za optimálních vnějších podmínek. [13] Některé se účastní např. skládání 
nově nesyntetizovaných polypeptidových řetězců do molekuly bílkoviny. HSP70 umožňují 
průchod nově vzniklých polypeptidů v původní, tj. v neskládané podobě membránami nebo 
integraci polypeptidů do jiných membrán. [5, 13] Mohou zabránit nesprávnému skládání a 
pomoct při opětném svinutí denaturovaných proteinů. Některé chaperony aktivně rozvinují 
nesprávně složené proteiny a tím je nasměrují k správnému složení nebo proteolytické 
degradaci. [5] 
 Za stresových podmínek se syntéza HSP zvýší, takže mohou vykonávat i antistresové 
funkce. Zvýšená syntéza HSP je vyvolána i některými jinými stresovými podmínkami, např. 
přítomností těžkých kovů v prostředí. [11, 13] Syntéza HSP je považována za adaptaci 
zodpovědnou za zvýšenou termotoleranci a přežití navzdory stresovým podmínkám. [7] 
Funkce HSP a regulace jejich syntézy za stresových podmínek je předmětem intenzivních 
studií. [13] 
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2.2.20 Odolnost ke kovalentní destrukci 
 Zatímco mesozymy se typicky inaktivují rozvinutím následovaným zhroucením se v 
inaktivní formy proteinů, termozymy se inaktivují kovalentními modifikacemi. Ireversibilní 
denaturace enzymů kovalentními modifikacemi způsobenými teplotou (destrukce a oxidace 
Cys, deaminace Asn a Gln a hydrolýza peptidických vazeb) se stává podstatnou pouze za 
zvýšených teplot. [1, 2] Ačkoli se zdá, že termozymy jsou náchylné ke kovalentním 
modifikacím, stabilnější enzymy vykazují větší odolnost ke kovalentním modifikacím, na níž 
se podílejí méně citlivé zbytky a vyšší rigidita. Disulfidové můstky, které stabilizují 
termozymy při teplotách 60-80°C, často chybí v termozymech izolovaných z hypertermofilů. 
[1] 
2.2.21 Účinky tlaku 
 Jelikož v mnoha prostředích s vysokou teplotou je také vysoký tlak, musí na něho být 
všechny makromolekulární složky buněk adaptovány. A tak není překvapující, že můžeme 
najít hypertermofilní organismy, které jsou zároveň barofilní (např. Thermococcus barophilus) 
a enzymy, které jsou stabilizovány a aktivovány vysokým tlakem (např. proteasa a 
hydrogenasa z M. jannaschii). Tlak napomáhá struktuře s nejmenším objemem. O proteinech 
stabilizovaných především hydrofobními interakcemi se proto předpokládá, že budou 
vysokým tlakem stabilizovány, zatímco proteiny stabilizované iontovými interakcemi by 
měly být destabilizovány. Rubredoxin z P. furiosus je stabilizován hlavně elektrostatickými 
interakcemi a tlakem je destabilizován. Vzhledem k tomu, že značný počet chemických reakcí 
je prováděn při vysokých teplotách a tlaku, stabilita enzymů při vysokém tlaku má velké 
potenciální výhody pro biokatalyzátory. [2] 
2.2.22 Srovnání stability mesofilních a termofilních proteinů 
 Ze studie z roku 2000 (Kumar, S. et al.), kdy byli srovnáni termofilní a mesofilní zástupci 
18 skupin enzymů vyplývá, že jak termofilní, tak mesofilní proteiny mají podobnou 
hydrofobicitu, kompaktnost, oligomerní stavy, vodíkové vazby mezi hlavním a postranními 
řetězci. Avšak ve většině termofilních proteinů je vyšší počet solných můstků a vodíkové 
vazby mezi postranními řetězci. Navíc ze srovnání sekvencí termofilních a mesofilních 
homologních proteinů zjistíme, že v termofilních proteinech se značně častěji vyskytují Arg a 
Tyr a méně často Cys a Ser než v mesofilních. Termofilové mají vyšší podíl postranních 
řetězců v α-helikální konformaci a ve větší míře se vyhýbají Pro v α-helixech. Avšak ne 
všechny rozdíly mezi termofilními a mesofilními proteiny jsou následkem odlišné 
termostability. [14] 
 Pouze omezený počet termofilních proteinů je schopno podstoupit plně reversibilní 
rozvinutí. Většina z nich jsou malé, monomerní molekuly. Jejich specifické vlastnosti 
můžeme porovnat s mesofilními homology. Zvýšená termodynamická stabilita daného 
proteinu může být buď v důsledku nižší rychlosti rozvinutí a/nebo vyšší rychlosti zpětného 
sbalení. [5] 
 Termodynamická stabilita je rozdíl mezi volnými energiemi sbaleného (F) a rozvinutého (U) 
stavu proteinu. Funkce ∆GFU(T) určuje hodnotu Tm proteinu, což je teplota, při které je 
polovina proteinu v nativním stavu a zbývající polovina rozvinutá. Příroda využívá všech 
potenciálních možností, jak zvýšit hodnotu Tm, a sice posunutím funkce ∆GFU(T) k vyšším 
hodnotám ∆GFU, jejím posunutím k vyšším teplotám a zploštěním. V některých termofilních 
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proteinech převažuje pouze jedna strategie, v jiných jsou pozorovány kombinace dvou z 
nich. [5] 
2.2.23 Proteinové inženýrství 
 Cílem proteinového inženýrství je zachovat původní aktivitu a specifitu termostabilních 
proteinů, ale zvýšit jejich stabilitu. Metody musí být na prvním místě praktické, mělo by být 
snadné ověřit si zvýšenou termostabilitu a neměly by se objevovat nežádoucí vlivy na aktivitu 
daného proteinu.  [9] 
 Většina mesozymů je tepelně inaktivována rozvinutím. Dalším stádiem je molekulové 
přerozdělení a/nebo srážení. K jejich stabilizaci můžeme použít různé postupy. [1] Většina z 
nich vyžaduje znalost prostorové struktury enzymu. Informace o struktuře podobného 
termostabilnějšího enzymu jsou velmi výhodné. Záměna postranního řetězce v mesozymu za 
jiný, nacházející se v jeho termofilním protějšku, obvykle stabilizuje cílový mesozym. Je 
možné vytvořit úspěšné mutace v manipulovatelných oblastech bez znalosti struktury 
termofilního enzymu. [1, 9] Tyto oblasti jsou labilnějšími částmi proteinu a sousední zbytky 
mohou upravit konformační omezení vytvořená substitucemi v těchto oblastech snadněji než 
v rigidnějších částech proteinu. [1, 2] 
 Rozmanité způsoby stabilizace zmiňované výše (např. lepší sbalení jádra, povrchové 
iontové páry, stabilizace povrchových smyček a snížení entropie rozvinutí) ovšem v 
proteinovém inženýrství nemají příliš velký význam. Jádro proteinu je i v mesofilech 
dostatečně stabilizováno a mutace v něm jsou často spíše destabilizující. [2] Stabilita získaná 
stabilizací α-helixu (vnesením zbytků s vysokou tendencí k tvorbě helixu) je obvykle také 
nízká. Postupy s potenciálně větším úspěchem ve stabilizaci se zaměřují na smyčky na 
povrchu proteinu. Povrchové postranní řetězce se obvykle účastní méně intramolekulárních 
interakcí než vnitřní residua a nově vnesené zbytky proto méně pravděpodobně zasahují do 
uspořádání jádra proteinu. [1, 2] 
 Tvorba nebo stabilizace povrchových solných můstků substitucí Arg za Lys je další 
alternativou. V závislosti na zamýšlené aplikaci enzymu může být excelentní stabilizační 
strategií zesíťování. Zatímco pomocné disulfidové můstky byly pro různé enzymy 
zkonstruovány s rozdílným úspěchem, vytvoření sítě vázající kov na povrchu proteinů je 
zdárným stabilizačním postupem. [1] 
 Další stabilizace termozymů představují výzvu a mají biotechnologický význam. [1] 
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2.3 Příklady, význam a aplikace vybraných termofilních enzymů 
2.3.1 Výhody termostabilních enzymů 
 Termostabilní enzymy jsou stále zajímavější z hlediska využití v průmyslu a 
biotechnologiích, protože jsou vhodnější pro nešetrné průmyslové postupy. [15] 
Biotechnologické procesy prováděné při vyšší teplotě mají za následek zvýšení reakční 
rychlosti, zlepšení rozpustnosti substrátů a produktů, zrychlení difuse, snížení viskozity a  
snížení rizika kontaminace mesofilními mikroorganismy a jejich možný pozdější negativní 
vliv na výrobní zařízení, výtěžek produktu a jeho kvalitu. [5] Tyto enzymy mohou být dále 
využity jako modely pro studování termostability a termoaktivity, čehož je využíváno v 
proteinovém inženýrství. [15] 
 Vysoce výhodným aspektem extrémně termostabilních enzymů je jejich snadná purifikace 
po rekombinantní produkci v mesofilních hostitelích. Prostým zahřátím surového buněčného 
extraktu se odstraní více jak 90% termolabilních proteinů hostitelské buňky. [5] 
2.3.2 Aplikace termostabilních enzymů 
 Enzymy jsou používány v různých odvětvích průmyslu. V mnoha případech by 
termostabilní enzymy mohly být velmi užitečné, a to v procesech, při kterých převažuje 
vysoká teplota. Vynikajícím příkladem je zpracování škrobu, kde se škrob za zvýšené teploty 
zmazovatí a stává se lépe přístupným pro následné enzymatické úpravy. [5] 
 Dalším odvětvím je papírenský průmysl. Zde si musíme uvědomit značná rizika znečištění 
životního prostředí odpadní vodou s nebezpečnými chemikáliemi. To je důvod, proč se 
výrobci papíru snaží snížit množství prostředků, které obsahují chlor a jsou používané k 
bělení papíroviny. Jednou z možností je odstraňování zbytkového xylanu z papírové drtě 
xylanasami, které jsou schopné významně zredukovat množství následně používaných 
bělících činidel. [5] 
 Navzdory všem výhodám, které enzymy z termofilních mikroorganismů nabízejí, se stále 
ve velkém měřítku v průmyslu používá pouze termostabilní DNA polymerasa pro 
polymerásovou řetězovou reakci (PCR). [5] 
2.3.3 Termostabilní DNA polymerasy a ligasy 
 Extremofilové jsou ve všech biomedicínckých oblastech známi především jako zdroj 
jednoho z nejnovějších enzymů posledního století – termostabilní DNA polymerasy. 
Významný vliv Taq DNA polymerasy z Thermus aquaticus na rozvoj vědy, diagnostické 
techniky a soudní aplikace je nepopiratelný. PCR je celosvětově používána pro reverzní 
genetiku, sekvenování genomu a analýzu. [12] 
 Proces polymerázové řetězové reakce (PCR) vedl díky své schopnosti amplifikace DNA k 
obrovskému pokroku v genetickém inženýrství. Tři po sobě následující kroky zahrnují 
denaturaci vlákna DNA, jeho rozdělení při teplotě 90-95°C, zchlazení na 55°C následované 
syntézou při zhruba 75°C. Velké rozšíření této metody bylo umožněno dostupností 
termostabilních DNA polymeras, které katalyzují elongaci vlákna DNA. [15, 16] 
 V dřívějších postupech PCR koncem 80. let se využívalo DNA polymeras izolovaných z 
Escherichia coli. Tyto enzymy ovšem ztrácely svou aktivitu při zvýšených teplotách, takže 
bylo nezbytné přidávat nový enzym po každé fázi následující po krocích denaturace a 
hybridizace. Tím se celý proces stával časově náročným a drahým. Taq polymerasa z bakterie 
24 
Thermus aquaticus byla první charakterizovanou termostabilní DNA polymerasou. [15] 
Množství dostupných termostabilních DNA polymeras od 80. let prudce stoupl. Zvýšení je 
zapříčiněno vysokou poptávkou po těchto enzymech ve výzkumech a biotechnologiích. [16] 
 Rozmanité aplikace technologie PCR jsou umožněny využitím dvou vlastností těchto DNA 
polymeras – schopnosti opakovaně pokračovat ve své katalytické funkci bez oddělení od 
substrátu a přesnosti. Taq polymerasa syntetizuje DNA rychleji, ale s větším počtem chyb, 
než enzymy se schopností kontrolního čtení ve směru 3‘-5‘. Vysoká schopnost katalýzy Taq 
DNA polymerasy je vynikající pro sekvenování či detekce. [2] Základní přesnost inserce je 
nízká, protože enzym není schopen opravit špatně začleněné nukleotidy. [15] Pokud je 
požadována vyšší přesnost, dává se přednost enzymům schopným kontrolního čtení. [2] 
Zlepšení procesu lze dosáhnout smícháním standardní polymerasy, jako např. Taq polymerasy, 
s polymerasami s vysokou přesností. [15] 
 Zatímco samotný postup PCR se rapidně vyvíjí díky stále lepším přístrojům, nedostatečná 
přesnost zůstává významným problémem. Mezi pět různých činností, ve kterých se mohou 
objevit chyby, patří rychlost tvorby fosfodiesterové vazby, navázání dNTP polymerasou, 
rychlost uvolnění pyrofosforečnanu, kontaminace po špatném zařazení a schopnost čtení ve 
směru 3‘-5‘. [15] 
 Jedním z dalších příkladů uplatnění termofilních DNA polymeras je např. PCR specifická k 
metylaci. Tato technika se využívá k identifikaci metylovaných rakovinných genů při rané 
diagnóze rakoviny. Termostabilní DNA polymerasy, které specificky amplifikují metylované 
části, by rozšířily použitelnost této techniky. [12] 
 Termofilní DNA ligasy jsou komerčně dostupné. Jsou optimálně aktivní v rozsahu 45-80°C 
a představují vynikající doplněk technologie PCR. Tyto enzymy jsou skvělé pro spojování 
sousedících oligonukleotidů, které jsou připojeny k stejné cílové DNA. Této schopnosti lze 
využít při ligázové řetězové reakci (metoda amplifikace DNA), pro analýzy mutací nebo pro 
syntézy genů. [2] 
2.3.4 Aplikace termofilních enzymů při zpracování škrobu 
 Škrob je všudypřítomný, lehce dostupný zdroj energie. V rostlinných buňkách či semenech 
je obvykle uložen v cytoplasmě ve formě velkých zrn. Škrob se skládá výhradně z 
glukosových jednotek spojených α-1,4- nebo α-1,6-glykosidickými vazbami. Dvěma hlavními 
složkami škrobu jsou lineární amylosa (15-25 %) a větvený amylopektin (75-85 %). [3] 
 Škrobárenský průmysl je jedním z největších spotřebitelů enzymů pro hydrolýzu a 
modifikaci tohoto materiálu. Enzymy hydrolyzující škrob tvoří 30 % světové spotřeby 
enzymů. [15] Většina průmyslových procesů zpracování škrobu zahrnuje jeho hydrolýzu na 
glukosu, maltosu nebo oligosacharidové sirupy. Tyto sirupy jsou dále využity pro fermentaci 
a produkci mnoha látek (např. etanolu, lysinu, kyseliny citrónové). [2] Glukosa bývá následně 
používána na výrobu krystalické dextrosy, dextrosového sirupu či high-fructose corn syrups 
(HFCS, škrobový sirup s vysokým obsahem fruktosy používaný jako sladidlo) nebo 
fermentována na ethanol. [17]  
 Škrob, stejně jako jiné podobné polymery, vyžaduje pro svou úplnou hydrolýzu kombinaci 
několika enzymů, konkrétně α-amylasy, glukoamylasy nebo β-amylasy, isoamylasy nebo 
pululanasy a glukosa isomerasy. [15, 17] Každý z těchto enzymů vyžaduje specifické pH a 
teplotní optimum, takže pro jednotlivé kroky zpracování je třeba měnit provozní podmínky. 
[17] 
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 Protože se enzymatické ztekucení a zcukření škrobu provádí při vysokých teplotách (100-
110°C), je obecně velký zájem o termostabilní a termoaktivní amylolytické enzymy z 
extremofilů pro výrobu hodnotných produktů jako glukosa, krystalická dextrosa, dextrosový 
sirup, maltosa a maltodextriny. [18] 
 V současnosti se ve škrobárenském průmyslu používají termostabilní amylasy z Bacillus 
stearothermophilus nebo B. licheniformis. Pro zlepšení těchto procesů se hledají další vhodné 
termostabilní amylolytické enzymy. [18] 
2.3.4.1 Ztekucení škrobu 
 Enzymatické zpracování škrobu vyžaduje jeho ztekucení a zcukernatění. Během ztekucení 
se zrna škrobu ve vodném roztoku zmazovatí po 5 minutách při 105-110°C a pH 5,8-6,5, poté 
se termostabilní α-amylasou při 95°C po dobu 2-3 hodin částečně hydrolyzují na 1,4- vazbách. 
[2] Pro hydrolýzu škrobu prováděnou ihned po zmazovatění je nutné, aby použitý enzym byl 
termostabilní a nedocházelo tak zbytečně ke ztrátám času a energie nutné pro případné 
chlazení. Proto bylo pro požadavky škrobárenského průmyslu provedeno mnoho pokusů o 
izolaci a charakterizaci amylolytických enzymů z různých zdrojů. [15] 
 Kontroly teploty a hodnoty pH ve fázi zmazovatění jsou rozhodující. Pokud se teplota sníží 
pod 105°C, vznikne nedokonalý škrobový maz, který způsobuje problémy při filtraci. Jestliže 
teplota stoupne příliš nad 105°C, běžně používané α-amylasy (z Bacillus licheniformis a B. 
stearothermophilus) se inaktivují. Enzymy se také inaktivují při pH nižším než 5,5, vyšší 
hodnoty pH způsobují barevné změny a tvorbu vedlejších produktů. Po ztekucení se pH sníží 
na 4,2-5,0 a teplota na 55-60°C. [2, 17] Změna pH má dvě funkce – blokuje další činnost α-
amylasy, takže se ve směsi udrží sacharidové řetězce optimální délky, a pH se přiblíží optimu 
pro glukoamylasu. [17] 
2.3.4.2 Zcukření škrobu 
 Během fáze zcukření, která trvá 24-72 hodin, se ztekucený škrob přemění na nižší 
sacharidy a nakonec na glukosu nebo maltosu. Glukosové sirupy, obsahující 95-96 % glukosy, 
se vyrábí použitím kombinace pululanasy a glukoamylasy, zatímco maltosové sirupy (80-
85 % maltosy) aplikací pululanasy a β-amylasy. [2, 17] 
 Pululanasy, isoamylasy, β-amylasy a glukoamylasy používané v průmyslu pocházejí z 
mesofilních organismů a jsou omezeně stabilní při 60°C, proto je potřeba termostabilních 
pululanas, β-amylas a glukoamylas. Zvýšení teploty zcukernatění by znamenalo mnoho výhod: 
1. vyšší koncentrace substrátů, 2. nižší viskozita a náklady na čerpání, 3. snížené riziko 
bakteriální kontaminace, 4. zvýšená reakční rychlost a kratší operační doba a 5. nižší ceny 
purifikace enzymů. [2, 17] 
 Zcukření ztekuceného škrobu se provádí při nízkých hodnotách pH. Bohužel v současnosti 
používané termostabilní α-amylasy nejsou stabilní při tak nízkém pH. [15] Přirozené pH 
škrobového kalu je přibližně 4,5. [2] Ekonomicky výhodného procesu bychom mohli 
dosáhnout aplikací amylas stabilních v zcukřovacím stupni. Kromě toho by proces hydrolýzy 
škrobu v jednom kroku snížil ceny produkce glukózy. [15, 19] 
 Nynější metody zpracování škrobu vyžadují pro ztekucení škrobu úpravu pH škrobového 
kalu na 5,8 nebo vyšší a následnou redukci na 4,2-4,5 pro fázi zcukernatění. Také je třeba 
přečistit konečný produkt a odstranit přidané soli na iontoměničích. α-amylasa schopná 
pracovat při nižším pH by zredukovala náklady, zjednodušila celý proces a snížila tvorbu 
vedlejších produktů (např. maltulosy). [2, 17, 19] 
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2.3.4.3 Isomerace 
 Po zcukření následuje přečištění glukosy, filtrace, zkoncentrování na >40 % a úprava pH na 
7-8. Aldehydický cukr (D-glukosa) se enzymaticky isomeruje na keto-formu (D-fruktosa) 
přechodem koncentrovaného glukosového sirupu přes imobilizovanou glukosa isomerasu 
navázanou na pevný nosič. Použití imobilizovaného enzymu umožňuje kontinuální proces a 
zabraňuje enzymu dostat se do produktu. [17] 
 Typickými reakčními podmínkami je pH 7-8,5 a teplota 55-65°C. Termodynamika tohoto 
procesu dovoluje dosáhnout pouze 42% fruktosy v roztoku. Pro výrobu HFCS se část roztoku 
fruktosy destiluje na 90% sirup, který se poté smísí se zbytkem roztoku a získá se finální 55% 
produkt. Přímá konverze glukosového sirupu na 55% fruktosový by celý proces značně 
zjednodušila. Podle teoretických výpočtů a experimentálních dat se rovnováha při vyšší 
teplotě posouvá směrem k fruktose. Reakční teplota by se ale musela přiblížit 110°C, což 
dosud známé enzymy po dobu dostačující k isomeraci nepřežijí. [17] 
 Jednou ze starostí škrobárenského průmyslu je vápník vyžadovaný α-amylasami a tvorba 
šťavelanu vápenatého, který se  může usazovat v potrubí a tepelných výměnících. Kromě toho 
není jeho akumulace v některých produktech, např. v pivě, akceptovatelná. Srážení se může 
omezit snížením nároku enzymů na vápenatý iont. Avšak aktivita mnoha enzymů 
hydrolyzujících škrob je na vápníku závislá, ačkoli stupeň jeho využití se liší. [15] 
2.3.5 α-amylasa (EC 3.2.1.1) 
 Amylasy představují třídu enzymů využívaných v řadě průmyslových procesů jako výroba 
cukru, textilu, papíru, léčiv, pivovarství, lihovarství. [20] α-amylasa je endogenní hydrolasa, 
která náhodně hydrolyzuje vnitřní α-1,4- vazby škrobu za tvorby lineárních a větvených 
oligosacharidů, maltodextrinů, maltosy a glukosy. [3, 17, 18] 
 Hypertermofilové, schopní žít při 80-110°C, jsou skvělými potenciálními zdroji α-amylas 
aktivních při této teplotě. [2] Termostabilní α-amylasa byla vyisolována již před mnoha lety z 
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus licheniformis. Tab. 2 ukazuje hlavní 
zástupce produkující α-amylasu používanou ve škrobárenství. [15] 
 Mezi další producenty α-amylasy patří hypertermofilní bakterie a archaea Clostridium 
thermosulfurogenes, Clostridium thermocellum, Desulfurococcus mucosus, Fervidobacterium 
pennavorans, Thermoanaerobacter sp., T. guaymagensis a T. litoralis a některé termofilní 
actinomycety Thermomonospora a Thermoactinomyces. [18, 20] Také všechny doposud 
studované druhy termofilních hub vylučují amylasu. [7] Ačkoliv jsou enzymy z extrémně 
termofilních zdrojů mnohem termostabilnější než běžně používané enzymy, nejsou dosud 
komerčně vyráběny z důvodu jejich nízkých výtěžků a limitované aktivity při vysoké 
koncentraci škrobu (>30 %). [18] 
 Optimální teplotní rozmezí enzymu je 80-110°C a pH 4,0-7,5. Katalyzátor vhodný pro 
ztekucení škrobu by měl být aktivní při 100°C a pH 4,0-5,0 a neměl by vyžadovat přídavek 
Ca2+ pro stabilitu. Žádný z enzymů z Tab. 2 nesplňuje všechny tyto podmínky. S neustálým 
rozvojem výkonných inženýrských přístrojů však můžeme předpokládat, že brzy bude α-
amylasa, která by odpovídala těmto požadavkům, k dispozici. [2, 17] 
 Kvůli potenciální užitečnosti při zpracování škrobu je velmi důležitý rozvoj levnějších 
metod produkce enzymu. Jednou z alternativ je fermentace v pevné fázi. [21] K možnému 
uplatnění při výrobě detergentů musí být α-amylasa stabilní vůči různým složkám detergentů, 
jako tenzidy, chelatační činidla a oxidanty (bělidla). [20] 
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Tab. 2 Termostabilní mikrobiální enzymy hydrolyzující škrob a jejich vlastnosti [15] 
Vlastnosti enzymu Enzym Organismus Opt. teplota (°C) Optimální pH 
Bacillus amyloliquefaciens 70 7,0 
Bacillus licheniformis 100 6,0-6,5 
Bacillus stearothermophilus 70-80 5,0-6,0 
Bacillus subtilis 70 7,0 
Lactobacillus manihotivorans 55 5,5 
Myceliophthora thermophila 100 5,6 
Pyrococcus furiosus 100 5,5 
Pyrococcus woesei 100 6,5-7,5 
Staphylothermus marinus 65 5,0 
Thermococcus aggreganes 100 5,5 
Thermococcus celer 90 5,5 
Thermococcus fumicolans 95 4,0-6,3 
Thermococcus hydrothermalis 85 4,8-7,8 
Thermomyces lanuginosus 60 5,6 
α-amylasa 
Thermococcus profundus 80 4,0-5,0 
Bacillus circulans 60 - 
Bacillus cereus var. mycoides 50 - 
Bacillus sp. 50 7,5 β-amylasa 
Clostridium 
thermosulphurogenes 60 5,8-6,0 
Bacillus sp. 60 - 
Pyrococcus furiosus 98 5,5 
Pyrococcus woesei 100 5,5-6,0 
Thermococcus aggregans 100 6,5 
Thermus caldophilus GK24 75 5,5 
Thermococcus celer 90 5,5 
Thermococcus hydrothermalis 95 5,5 
Thermococcus litoralis 98 5,5 
Pululanasa 
Thermotoga maritima MSB8 90 6,0 
2.3.6 β-amylasa (EC 3.2.1.2) 
 Kvůli riziku nechtěných vedlejších reakcí při alkalickém pH a běžné délce zcukření (48-
72 h) mohou β-amylasy zlepšit tento proces pouze, pokud jsou aktivní v kyselém pH. Pro 
zamezení vedlejších reakcí způsobujících zhnědnutí je potřeba teploty mezi 70 a 80°C. Zde 
nachází své uplatnění β-amylasa pocházející z T. thermosulfurigenes, která je při těchto 
teplotách stabilní a vykazuje 70% aktivitu při pH 4,0. β-amylasa z T. maritima, optimálně 
aktivní při 95°C a pH 4,3-5,5 a absenci Ca2+, by mohla být vhodným enzymem pro testování 
vlivu vysoké teploty na proces zcukření. [2] 
 Komerčně dostupné β-amylasy s katalytickou aktivitou nad 60°C byly isolovány z různých 
zástupců rodu Bacillus a  mohou být použity v kombinaci s linearizujícími enzymy k produkci 
čistého maltosového sirupu. [2, 15] 
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2.3.7 Glukoamylasa (EC 3.2.1.3) a α-glukosidasa (EC 3.2.1.20) 
 Glukoamylasa je exogenní enzym, který hydrolyzuje α-1,4- a méně často také α-1,6-
glykosidické vazby z neredukujícího konce řetězce sacharidu za tvorby β-D-glukosy. [2, 7, 22] 
Na rozdíl od α-amylasy je produkce glukoamylasy termofilními a hypertermofilními 
bakteriemi a archaea velmi vzácná. [2, 3] Byla například izolována z Clostridium 
thermohydrosulfuricum 39E, Clostridium thermosaccharolyticum a Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum DSM 571, Thermoplasma acidophilum. [3] Glukoamylasa z 
Sulfolobus solfataricus představuje alternativní katalyzátor pro proces zcukření škrobu při 
teplotě 95-105°C a pH 5,5-6,0. [22] 
 Glukoamylasa získaná z Aspergillus niger či blízkých druhů (např. A. awamori) je stabilní 
při 60°C, má pH optimum 4,2 a je produkována ve vysokých hodnotách při průmyslových 
fermentačních procesech. [17] Glukoamylasa z plísně T. lanuginosus má vlastnosti vhodné 
pro komerční výrobu glukosových sirupů. Další termofilní plísní s vysokým potenciálem pro 
zcukření škrobu je Humicola grisea var. Thermoidea, která byla vyisolována z půdy v Brazílii 
a její glukoamylasa má optimum při pH 5,0 a teplotě 55°C. [7] 
 α-glukosidasa je exogenní hydrolasa atakující α-1,4-vazby substrátů (např. disacharidy, 
oligosacharidy) z neredukujícího konce za produkce α-D-glukosy. [3, 18, 19, 22] Obvykle je 
zařazována do posledního kroku degradace škrobu. Tento enzym je inaktivní vůči substrátům 
s vysokou molekulovou hmotností (škrob, pululan). Mezi bakteriální producenty patří např. 
Thermoanaerobacter ethanolicus, T. maritima, z archaea jsou to P. furiosus, P. woesei, 
Sulfolobus shibatae, Sulfolobus solfataricus a T. hydrothermalis. Enzym vykazuje optimální 
aktivitu při pH 5,0-6,0 a teplotách 105-115°C. [3] 
 Termostabilní α-glukosidasy, izolované z termofilů a hypertermofilů, jsou vhodné pro 
vylepšení průmyslového zpracování škrobu na glukosový sirup. Legin, Copinet a Duchiron 
(1998) demonstrovali možnou výrobu glukosového sirupu v jednom kroku za použití α-
glukosidasy z Thermococcus hydrothermalis spolu s α-amylasou a pululanasou pracujícími 
při podobných teplotách a pH. [19] Celý proces jednokrokové výroby je ekonomicky 
výhodnější, odpadají ztráty při chlazení a úpravě pH. [15, 19] Kromě toho zvýšená teplota 
procesu zvyšuje rychlost zcukření. [19] 
 Poločas aktivity enzymu inkubovaného při 85°C je kolem 2 h, po 30 min při 95°C 
neprokazuje enzym žádnou měřitelnou aktivitu. Díky těmto vlastnostem by Thermus 
thermophilus mohl být dobrým zdrojem genu pro syntézu α-glukosidasy vhodné pro 
jednokrokové zpracování škrobu. Vnesení genu do mesofilního hostitele by mohlo zvýšit 
produktivitu enzymu. [19] 
2.3.8 Pululanasa (EC 3.2.1.41) a amylopululanasa 
 Pululanasa je linearizující enzym, který hydrolyzuje α-1,6- vazby v pululanu a větvených 
polysacharidech za tvorby maltotriosy a lineárních oligosacharidů. [3, 18] Je schopná štěpit α-
1,6- vazby v dextrinech, a proto je používána v kombinaci s dalšími amylolytickými enzymy 
v procesu zcukření škrobu. [18] 
 Pululanasy typu I, které hydrolyzují pouze 1,6-glykosidické vazby, se používají jako 
linearizující enzymy při zcukření. Až donedávna byly identifikovány pouze v mesofilních 
organismech a termofilních aerobních bakteriích. Enzym z Thermotoga maritima je jediným 
charakterizovaným v hypertermofilech, v archaea nebyl zjištěn. [2, 3] V současnosti známí 
termofilní producenti jsou uvedeni v Tab. 2. [15] 
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 Všechny pululanasy jsou optimálně aktivní v kyselém pH, jejich požadavky na teplotu a pH 
jsou kompatibilní s dříve charakterizovanou termofilní glukoamylasou a β-amylasami. [2] 
 Většina známých termoaktivních pululanas patří k typu II. [3] Amylopululanasy vykazují 
dvojí specifitu pro α-1,4- a α-1,6-glykosidické vazby škrobu, proto nemohou být použity jako 
linearizující enzymy při výrobě maltosových a glukosových sirupů. [2, 3] 
 Amylopululanasy byly navrženy jako alternativa α-amylas při ztekucování škrobu. Enzymy 
izolované z hypertermofilních P. furiosus, Thermococcus litoralis a T. hydrothermalis jsou 
aktivní při vysokých teplotách (105-120°C) a nízkém pH a jsou tedy vhodné pro tento proces. 
Jejich nízká aktivita vůči škrobu ovšem představuje značnou limitaci pro jejich použití. Jako 
příklad, α-amylasa z P. furiosus je při 98°C přibližně 44krát aktivnější než amylopululanasa z 
P. furiosus. [2] 
2.3.9 Glukosa isomerasa (EC 5.3.1.5) 
 Xylosa isomerasa (≡  glukosa isomerasa), používaná pro výrobu HFCS, katalyzuje 
rovnovážnou isomeraci glukosy na fruktosu a představuje první rozsáhlé průmyslové využití 
imobilizovaných enzymů. Proces isomerace běžně probíhá při 58-60°C po dobu 1-4 hodin a 
konečný sirup dosahuje 42% obsahu fruktosy. V přídavném silně kyselém kroku 
chromatografie na iontoměničích se zvýší koncentrace fruktosy na 55 %, což je koncentrace 
vyžadovaná ve většině současných aplikací HFCS. Rychlost přeměny glukosy na fruktosu při 
rovnováze je při vysokých teplotách posunuta směrem k fruktose – při 60 a 90°C je obsah 
fruktosy v rovnováze 50,7 % respektive 55,6 %. [2] 
 Používání mírných teplot během tohoto procesu má dva důvody: 1. v současnosti 
využívaná xylosa isomerasa není příliš stabilní při 60°C (kvůli inaktivaci enzymu je třeba 
vyměňovat reaktory každé dva měsíce), 2. při vysokých teplotách a alkalickém pH se objevují 
nechtěné vedlejší reakce (Maillardovy). Z tohoto důvodu se výrobci HFCS zajímají o postupy, 
které by probíhaly při teplotách blízkých těm dnešním, ale při nižším pH, a dále o použití 
stabilnějších enzymů. [2] 
 Vysoce termostabilní xylosa isomerasy byly izolovány z Thermus thermophilus, Thermus 
aquaticus, Thermotoga maritima a Thermotoga neapolitana. Navzdory jejich optimální 
aktivitě při zvýšené teplotě (95-100°C) a jejich atraktivní, vysoké katalytické účinnosti při 
90°C, xylosa isomerasa z T. maritima a T. neapolitana je aktivní pouze při neutrálním pH a je 
jen omezeně aktivní při teplotách mezi 60 a 70°C (10-15 %). Na základě strukturálních 
informací byla xylosa isomerasa z Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes a 
T. neapolitana zmutována a tím zvýšena její katalytická účinnost na glukosu (Tab. 3). Xylosa 
isomerasa Val185Thr z T. neapolitana je v současnosti používána jako vzor pro vytváření 
variant enzymů se zvýšenou aktivitou v kyselém pH. [2] 
2.3.10 Cyklomaltodextrin glukanotransferasa (EC 2.4.1.19) 
 Cyklomaltodextrin glykosyltransferasa (CGTasa) přeměňuje oligodextriny na 
cyklodextriny (CD). α-, β- a γ-cyklodextriny jsou cyklické sloučeniny složené z 6, 7 nebo 8 
glukosových jednotek spojených α-1,4-glykosidickou vazbou. CD mohou ve svých dutinách 
vázat malé hydrofobní molekuly. Této vlastnosti lze využít v mnoha aplikacích v 
potravinářském, kosmetickém a farmaceutickém průmyslu k zachycení nežádoucích chutí a 
pachů, stabilizaci těkavých složek, zvýšení rozpustnosti hydrofobních látek a jako ochrana 
látek před nechtěnými modifikacemi. [2, 23, 24] 
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Tab. 3 Katalytické parametry xylosa isomerasy a jejích derivátů z T. thermosulfurigenes při 65°C a 
T. neapolitana při 80°C [2] 
 glukosa xylosa 
xylosa isomerasa Km (mM) 
Vmax 
(U/mg) 
Kcat 
(min-1) Kcat/Km 
Km 
(mM) 
Vmax 
(U/mg) 
Kcat 
(min-1) Kcat/Km 
T. thermosulfurigenes 
wild type 
110 12,8 640 5,8 12 21,6 1,100 97,2 
W138F 65 19,4 970 15,0 46 12,2 620 13,6 
V185T 91 17,6 880 9,7 13 14,5 740 55,4 
W138F/V185T 29 19,0 950 32,9 36 15,3 780 32,9 
T. neapolitana 
wild type 
139 14,5 737 5,3 11 14,1 717 64,4 
W138F 133 15,9 808 6,1 13 8,1 410 31,1 
V185T 62 20,0 1,018 16,4 15 15,6 795 54 
W138F/V185T 52 12,7 644 12,5 14 10,4 530 38,9 
 
 Produkce CD zahrnuje ztekucení škrobu katalyzované α-amylasou s následnou tvorbou CD 
za použití mesofilní CGTasy. [2, 23] Termofilní CGTasa ze zástupců rodu Thermococcus je 
vysoce stabilní při teplotách 100-105°C, optimálně aktivní při 90-100°C za acidických 
podmínek a prokazuje vysokou aktivitu α-amylasy. Tato CGTasa by mohla být použita k 
rozvoji jednokrokové produkce cyklodextrinů, při které by nahradila α-amylasu nutnou pro 
ztekucení škrobu. [2] 
 Termostabilní CGTasy jsou dále produkovány anaerobními bakteriemi 
Thermoanaerobacter sp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, B. stearothermophilus 
a Anaerobranca gottschalkii. [3, 23, 24] 
2.3.11 Celulasy 
 Celulosa, nejrozšířenější organický zdroj potravy a paliva, se skládá z glukosových 
jednotek spojených β-1,4-glykosidickými vazbami. Rozdílnost v typu vazby a vysoce 
uspořádané krystalické struktuře mezi škrobem a celulosou vysvětluje větší odolnost celulosy 
k trávení a hydrolýze. [15] Enzymy nutné pro hydrolýzu celulosy zahrnují endoglukanasy 
(endocelulasy,  EC 3.2.1.4), exoglukanasy (exocelulasy, celobiohydrolasy, EC 3.2.1.91) a β-
glukosidasy (celobiasy, EC 3.2.1.21). Zatímco celulasa je endoglukanasa, která hydrolyzuje 
celulosu náhodně za vzniku oligosacharidů, celobiosy a glukosy, exoglukanasy hydrolyzují β-
1,4-glykosidické vazby celulosy za uvolňování celobiosy z neredukujícího konce řetězce. β-
glykosidasy hydrolyzují celobiosu na glukosu. [7, 15, 25] Ačkoli β-glykosidasy nemají žádný 
přímý účinek na celulosu, jsou považovány za součást systému celulas, protože stimulují 
hydrolýzu celulosy. Významným rysem celulas je součinnost. Činnost směsi dvou či více 
celulas je větší než výsledný účinek působení jednotlivých enzymů. [7] 
 V současných průmyslových procesech jsou celulolytické enzymy používány při extrakcích 
barviv z ovocných šťáv, v detergentech rozjasňujících barvy a změkčujících prádlo, k zlepšení 
nutriční kvality krmiva obsahujícího celulosu a předzpracování průmyslových odpadů. [15] V 
kombinaci s detergenty celulasy odstraňují nechtěné žmolky na oblečení, které se tvoří při 
opakovaném praní a nošení a ve kterých se hromadí špína. [7] Pro atakování nativní 
krystalické celulosy, která je ve vodě nerozpustná a vyskytuje se ve formě hustě smotaných 
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vláken, je zapotřebí termostabilních celulas aktivních při vysoké teplotě a vysokém pH. 
Proces leštění bavlny v textilním průmyslu například vyžaduje celulasu stabilní při teplotě 
blízké 100°C. Nyní používané enzymy jsou bohužel aktivní jen při 50-55°C. [15] 
 Termostabilní celulasy byly isolovány např. z archaea Pyrococcus furiosus a Pyrococcus 
horikoshi. Zatímco druhý zmíněný má optimální teplotu 97°C, enzym z P. furiosus vykazuje 
optimální aktivitu při 102-105°C. Další producenti jsou uvedeni v Tab. 4. Sulfolobus 
solfataricus MT4, Sulfolobus acidocaldarius a Sulfulobus shibatae byli popsáni jako 
producenti β-glukosidas. [15] 
 Celulasy z termofilních a mesofilních hub si jsou navzájem velmi podobné, rozdíl je ovšem 
v termostabilitě. Endoglukanasy z termofilních hub mají optimální aktivitu při 55-80°C a pH 
5,0-5,5; exoglukanasy jsou optimálně aktivní při 50-75°C. [7] 
 Zástupci termofilních hub produkujících celulasy jsou Sporotrichum thermophile a 
Talaromyces emersonii. Při jejich studiu se zjistilo, že rostou a štěpí celulosu rychleji než 
mesofilní Trichoderma reesei. Předpokládá se, že štěpení celulosy je těsně spojené s růstem 
hub. Při jeho omezení zůstává část celulosy nerozpuštěna v médiu, i když celulasa, vyloučená 
před zastavením růstu, je přítomná v kultivačním prostředí. [7] 
Tab. 4 Zdroje termostabilních celulas a jejich vlastnosti [15] 
Vlastnosti enzymu Organismus 
Optimální teplota (°C) Optimální pH 
Anaerocellum thermophilum 85-90 5,0-6,6 
Bacillus subtilis 65-70 5,0-6,5 
Pyrococcus furiosus 102-105 - 
Pyrococcus horicoshi 97 - 
Rhodothermus marinus 95 6,5-8,0 
Thermotoga maritima MSB8 95 6,0-7,0 
Thermotoga neapolitana 95 6,0 
2.3.11.1 Degradace celulosy a produkce ethanolu 
 Celulosa je nejrozšířenější obnovitelný nefosilní zdroj uhlíku na Zemi. [2, 25] Proto se 
vynaložilo značné úsilí na vytvoření ekonomicky výhodné produkce ethanolu z celulosy, 
ovšem bez většího úspěchu. Celulosa vyžaduje předúpravu alkáliemi, aby se stala přístupnější 
působení enzymu. Enzymatický krok zcukření přemění celulosu a produkty jejího 
odbourávání na substrát vhodný pro ethanolické kvasinky nebo bakterie. Jedním z hlavních 
omezení tohoto tříkrokového procesu je nízká aktivita a vysoká cena používaných celulas. [2] 
Jejich produkce tvoří přibližně 40% z celkových nákladů na výrobu etanolu. [15] 
 Předzpracování alkáliemi se provádí při vysoké teplotě. Hypertermofilní celulasy by proto 
měly být nejlepšími katalyzátory pro odbourávání celulosy. Produkce celulas hypertermofily 
je bohužel velmi vzácná. Doposud byly endoglukanasy a celobiohydrolasy charakterizovány 
pouze v Thermotogales. Páry endoglukanas a celobiohydrolas optimálně aktivních při 95°C 
nebo 105°C představují zajímavou kombinaci enzymů pro budoucí testování v procesu 
zpracování celulosy. [2] 
2.3.12 Bělení papíroviny 
 Vaření buničiny je krok při výrobě papíru, během kterého se dřevní vlákna rozlámou na 
části a odstraní se většina ligninu. Často odpovídá chemické úpravě dřevních vláken alkáliemi 
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za horka. Lignin se odstraňuje vícestupňovým bělením chlorem a/nebo oxidem chloričitým 
při vysokých teplotách, při kterém dochází k tvorbě značného množství znečišťujícího odpadu. 
[2] Množství použitých chemikálií a následného znečištění je možné snížit, pokud se 
papírovina předem upraví hemicelulasami. [2, 26] Vaření buničiny i bělení se provádí při 
vysokých teplotách, proto je pro papírenský průmysl potřeba termofilních hemicelulas, které 
jsou aktivní při pH 6,5 či 7,0. [2] Xylanasy vhodné pro toto předzpracování (bělení) by měly 
být optimálně aktivní při zvýšené teplotě (>70°C) a alkalickém pH. [5] 
 Hypertermofilní hemicelulasy byly identifikovány pouze v Thermotogales. Tyto enzymy 
jsou aktivní při pH kolem 7,0. Další hemicelulasy (např. α-glukuronidasa, β-mannanasa, α-L-
arabinofuranosidasa a galaktosidasy) přispívají k enzymatickému zpracování papíroviny. 
Ovšem pouze několik z těchto enzymů bylo izolováno z termofilů nebo hypertermofilů. [2] 
2.3.13 Xylanasy 
 Xylan, který je dominantní složkou hemicelulos, je jednou z nejrozšířenějších organických 
sloučenin na Zemi. Má ohromné uplatnění v celulózovém a papírenském průmyslu. [15, 26, 
27] Xylan je heteropolysacharid nacházející se v buněčných stěnách rostlin. Jeho hlavní 
řetězec se skládá z β-1,4 vázaných D-xylosových jednotek, které mohou být nahrazeny 
kyselinou octovou, arabinosou a 4-O-methyl-D-glukuronovou kyselinou. [27] Kompletní 
degradace xylanu vyžaduje kooperaci několika hydrolytických enzymů: endoxylanas 
(EC 3.2.1.8), které náhodně štěpí β-1,4 vázané xylosy (hlavní řetězec xylanu), β-xylosidas 
(EC 3.2.1.37) hydrolyzujících xylooligomery a enzymů štěpících postranní řetězce (např. α-
glucuronidasa, α-arabinosidasa, acetylxylan esterasa a acetyl esterasa, která uvolňuje další 
sacharidy vázané jako větve na hlavním řetězci). [7] 
 Dřevo používané pro výrobu celulózy je zpracováváno při vysokých teplotách a bazickém 
pH, což má za následek, že enzymatické pochody nutně potřebují proteiny vykazující 
vysokou termostabilitu a aktivitu v širokém rozsahu pH. Během zpracování xylanasou se 
rozruší struktura buněčné stěny, což v důsledku usnadňuje odstranění ligninu během různých 
stupňů bělení. Xylanasy pro tyto účely musí postrádat celulytickou aktivitu pro zabránění 
hydrolýzy celulosových vláken, dále potřebují mít nízkou molekulovou hmotnost pro 
usnadnění jejich difuse do vláken buničiny a zároveň se nutné dosáhnout vysokých výnosů 
enzymu za velmi nízkou cenu. Všechny komerčně dostupné xylanasy mohou jen částečně 
splnit tyto požadavky. Optimální teplota většiny xylanas se uvádí mezi 50 a 60°C s poločasem 
okolo 1 h při 55°C. Avšak o některých xylanasach se předpokládá, že by měly mít vyšší 
teplotní stabilitu a optimální aktivitu v rozsahu 80-100°C. [15] 
 Využití termostabilních xylanas je lákavé, protože poskytuje ekologické výhody. [7, 15] Na 
zvýšení produkce enzymu z příslušných mikroorganismů na úroveň vyžadovanou průmyslem 
ovšem si musíme počkat. Extrémních termofilů, schopných vylučovat xylanasu, je totiž velmi 
málo. Stále se hledají nové druhy produkující enzym v dostatečném množství a s 
požadovanými vlastnostmi. [15] 
 Xylanasy je také možné aplikovat při úpravě krmiv pro hospodářská zvířata pro zlepšení 
jejich stravitelnosti. [7, 27] Hydrolýza lignocelulosního odpadu biologickými postupy by také 
mohla poskytovat výchozí látky pro výrobu tekutých paliv a chemikálií. [26, 27] 
 Termostabilní xylanasy vyizolované z bakteriálních a houbových zdrojů jsou uvedeny v 
Tab. 5. [15] Většina enzymů štěpících xylan z termofilních hub jsou endoxylanasy. [7] 
Xylanasy je možné produkovat při fermentaci v pevné fázi, kde kratší čas kultivace a zvýšená 
koncentrace základního média zlepšuje jejich tvorbu, což je ekonomicky výhodné. [15] 
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Tab. 5 Zdroje termostabilních xylanas a jejich vlastnosti [15] 
Vlastnosti enzymu Organismus Optimální teplota (°C) Optimální pH 
Bacillus amyloliquefaciens 80 6,8-7,0 
Bacillus circulans 80 6,0-7,0 
Bacillus sp. Strain SPS-0 75 6,0 
Bacillus subtilis 50 6,0 
Clostridium abosum 75 8,5 
Dictyoglomus sp. Strain B1 90 6,0-7,0 
Fusarium proliferatum 55 5,0-5,5 
Pyrococcus furiosus 100 6,0 
Scytalidium thermophilum 65 6,0 
Streptomyces sp. Strain S38 60 6,0 
Sulfolobus solfataricus 105 5,3 
Thermomyces lanuginosus 60 7,0 
Thermomyces lanuginosus-
SSBP 70-75 6,5 
Thermoascus aurantiacus 50 5,0 
Thermotoga maritima MSB8 92 6,2 
Thermotoga neapolitana 95 6,0 
Thermotoga sp. Strain 
FjSS3-B1 105 6,8-7,8 
Thermotoga thermarum 80 6,6 
2.3.14 Chitinasy 
 Chitin, po celulose druhý nejrozšířenější přírodní biopolymer, se skládá z lineárního β-1,4-
homopolymeru N-acetylglukosaminových zbytků. V přírodě se obvykle nachází navázán k 
dalším polysacharidům a proteinům. Ochranná vrstva hmyzu, buněčné stěny různých hub a 
pozůstatky krabů a garnátů jsou nejvýznamnějšími zdroji chitinu. Hlavní aplikace chitosanu 
zahrnují čištění odpadních vod, výrobu kosmetiky, papíru, úpravu textilu, fotografické 
výrobky, pojiva a chelatační činidla. [15] 
 Produkce chitosanu z chitinu vyžaduje deacetylaci použitím 40% roztoku hydroxidu 
sodného, což je velmi agresivní pochod, který je těžké kontrolovat. Provádí se pokusy na 
zpracování chitinu použitím deacetylačních enzymů. Termostabilní deacetylační enzym by 
pravděpodobně mohl pomoci zvýšit výtěžky a rychlost konverze a umožnit opětovné použití 
enzymu. Endogenní chitin hydrolasa chitinasaA, exogenní hydrolasa chitinasaB a N-acetyl-D-
glukosaminidasa jsou zodpovědné za odbourávání chitinu. Bohužel chitin není snadno 
přístupný pro chitinasy a chitin deacetylasy. [15] 
 Termofilní organismy Bacillus licheniformis X-7u, Bacillus sp. BG-11 a Streptomyces 
thermoviolaceus OPC-520 se uvádějí jako hlavní zdroje chitinas. Chitinasa a N-acetyl-
glukosaminasa jsou produkovány extrémním termofilním aerobním archaeonem 
Thermococcus chitinophagus. Termofilní bakterie produkující tři různé endochitinasy 
(isoformy L, M a S) ve své kultivační tekutině byla izolována z kompostu obsahujícího chitin. 
Varieta patří do rodu Bacillus. Jednotlivé formy se liší molekulovou hmotností (71, 62 a 
53 kD) a vykazují teplotní optima 75, 65 a 75°C při pH 6,5; 5,5 a 5,5. Isoelektrické body jsou 
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5,3; 4,8 a 4,7. Termostabilní exochitinasy byly izolovány z Bacillus stearothermophilus CH-4 
z kompostu s pevným organickým odpadem. [15] 
2.3.15 Proteasy 
 Proteasy jsou obecně děleny do dvou skupin: exopeptidasy, které odštěpují aminokyseliny z 
konců proteinových řetězců a endopeptidasy, které štěpí peptidické vazby uvnitř proteinu. 
Dále je možné klasifikovat proteasy na základě aminokyseliny vyžadované pro katalytickou 
funkci (např. serin proteasa), pH optima (acidické, neutrální nebo alkalické proteasy), 
lokalizace místa štěpení (aminopeptidasy, které působí na volném N-konci polypeptidového 
řetězce, či karboxypeptidasy působící na C-konci řetězce) nebo požadavku na volné thiolové 
skupiny (např. thiol proteinasa). [7, 15] 
 Proteasy se stávají hlavními průmyslovými enzymy a tvoří více jak 65% světového trhu. 
Aplikace se budou v budoucnu zvyšovat, jelikož bude zapotřebí stabilních biokatalyzátorů 
schopných odolat nešetrným podmínkám procesů. [15] Již dlouho jsou používány v 
potravinářském a mlékárenském průmyslu, v detergentech a při zpracování kůže. [7] 
 Potřeba překonat limitované získávání chymosinu (enzym pro srážení mléka) ze žaludku 
telat, který je používán při průmyslové výrobě sýrů, vedla k hledání náhradních zdrojů. 
Relativně snadná izolace Bacilli z různých zdrojů soustředila pozornost biotechnologů na 
využití těchto mikroorganismů. Doposud bylo ovšem získáno pouze několik termofilních 
Bacillus sp., kteří produkují proteasy. Jedním z prvních byl Bacillus stearothermophilus 
stabilní při 60°C. Dominantními producenty proteas jsou rody Pyrococcus, Thermococcus a 
Staphylothermus (Tab. 6). [15] 
 Extrémně stabilní serin proteasy jsou vytvářeny hypertermofilními archaea rodu 
Desulfurococcus a termostabilní metaloproteasy gramnegativními termofilními bakteriemi. 
[15] Zástupci termofilních hub produkujících proteasy jsou např. Mucor pusillus a Mucor 
miehei, Penicillium duponti, Thermomyces lanuginosa. [7] 
 Zdrojem jedné z nejvíce termostabilních acidických proteas z hub je rod Penicillium 
duponti izolovaný z kompostu. Enzym je nejaktivnější vůči kaseinu při pH 2,5 a hemoglobinu 
při pH 3,0-3,5. [7] 
 Velké množství termofilních a hypertermofilních proteas je nyní používáno v molekulárně 
biologických a biochemických procesech. Některé proteiny, zejména termofilní, odolávají při 
mírných teplotách (20-60°C) proteolytickému štěpení. Pouze se začnou rozvíjet a náchylnými 
k proteolytickému štěpení se stávají až při teplotách vyšších 70°C. Proteasy jako serin 
proteasa PRETAQ z Thermus Rt41A mohou být použity při purifikaci DNA a RNA. Pokud 
se PRETAQ jednou inaktivuje, během pozdější úpravy DNA či RNA už nebude překážet 
dalším enzymům. Tento enzym se může využít jako doplněk PCR, a to k rozrušení buněčných 
struktur. Proteasa S z P. furiosus má širokou specifitu, proto se používá k štěpení proteinů 
před sekvenováním peptidů. Mnoho termofilních restrikčních endonukleas je v současnosti 
komercializováno. Většina z nich (isolanty z rodů Bacillus a Thermus) je optimálně aktivní v 
rozmezí 50-65°C. [2] 
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Tab. 6 Zdroje termostabilních proteas a jejich vlastnosti [15] 
Vlastnosti enzymu Organismus Optimální teplota (°C) Optimální pH 
Bacillus brevis 60 10,5 
B. licheniformis 70 9,0 
B. stearothermophilus 85 - 
B. sp. JB-99 80 6-12 
Pyrococcus sp. KODI 100 7 
Thermococcus aggreganes 90 7,0 
T. celer 95 7,5 
T. litoralis 85 8,5 
Thermotoga maritima 95 9,5 
2.3.16 Lipasy (EC 3.1.1.3) 
 Lipasy mikrobiálního původu jsou nejvšestrannějšími enzymy a je známo, že napomáhají 
řadě biokonverzních reakcí, které zahrnují hydrolýzu, esterifikaci, alkoholýzu, acidolýzu a 
aminolýzu. Mezi jejich unikátní vlastnosti patří substrátová specifita, stereospecifita, 
regioselektivita a schopnost katalyzovat heterogenní reakce na rozhraní ve vodě rozpustných a 
nerozpustných systémů. [7, 15] 
 Vytvořené estery hrají významnou roli v potravinářském průmyslu jako příchutě a 
aromatické složky. Zatímco dlouhé řetězce methyl a ethyl esterů karboxylových kyselin 
mohou fungovat jako paliva pro dieselové motory, estery dlouhých řetězců karboxylových 
kyselin a alkoholů (vosky) se uplatňují jako mazadla a aditiva v kosmetických přípravcích. 
Další aplikace zahrnují odstranění smoly (pryskyřice) z drtě produkované v papírenském 
průmyslu, hydrolýzu mléčného tuku v mlékárenském průmyslu, odstranění necelulosních 
nečistot ze surové bavlny před dalším zpracováním, přípravu léků ve farmaceutickém 
průmyslu a odstranění podkožního tuku v kožedělném průmyslu. Z rostlinných olejů byla 
použitím imobilizované lipasy z Candida antarctica získána bionafta. [7, 15] 
 Většina průmyslových procesů, ve kterých jsou zapojeny lipasy, probíhá při teplotách 
překračujících 45°C. Enzymy jsou tak vystavovány teplotám okolo 50°C. Podle některých 
zdrojů existují tuky s vyšším bodem tání, které mohou inhibovat enzymatické reakce při 
nízkých teplotách. Některé enzymatické procesy pro přečištění rostlinných olejů vyžadují 
specifické podmínky, a to pH 5,0, optimální teplotu kolem 65°C, přidání roztoku enzymu a 
enzymatickou reakci následovanou oddělením lysofosfatidu z oleje při zhruba 75°C. Zlepšení 
těchto postupů je možné použitím termotolerantních lipas. [15] 
 Lipasy jsou rozšířeny v celé zemské floře a fauně. Avšak více se nacházejí v bakteriích, 
plísních a kvasinkách. Několik Bacillus sp. bylo označeno za hlavní zdroje lipolytických 
enzymů. Zatímco je většina těchto enzymů aktivní při teplotě 60°C a pH 7,0, lipasy z Bacillus 
thermoleovorans a termofilní Rhizopus oryzae mohou částečně fungovat i při extrémních 
hodnotách pH a teploty. Optimální hodnoty pH a teploty vybraných termofilních lipas jsou  
uvedeny v Tab. 7. [15] Rhizomucor miehei (dříve Mucor miehei) produkuje extracelulární 
lipasu. [7] 
 Příspěvků o termostabilních lipasách pocházejících z archaea je bohužel velmi málo. 
Fosfolipasa A2, která byla získána z Pyrococcus horikoshii, byla zapojena do procesu rafinace 
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ropy. Tento enzym optimálně reaguje při 95°C a pH 7,0. Fosfolipasa A2 snižuje problémy s 
odpadní vodou a provozní náklady. [15] 
 Mezi žádané vlastnosti, které by komerčně důležité lipasy měly prokazovat, jsou hlavními 
termostabilita a odolnost vůči alkáliím. Přestože existuje několik lipas, které jsou schopné 
operovat při 100°C, jejich poločasy jsou krátké. Další problém spojený s produkcí lipas, který 
vyžaduje zlepšení, je sekrece v pozdějším stadiu růstu. Proteasy vylučované ve stejnou dobu 
buď mění vlastnosti lipasy nebo ji odbourávají. Toto je pravděpodobně důvod, proč lze získat 
jen málo lipas v průmyslovém množství. [15] 
Tab. 7 Zdroje a vlastnosti termostabilních lipas [15] 
Vlastnosti enzymu Organismus Optimální teplota (°C) Optimální pH 
Bacillus acidocaldarius* 70 - 
Bacillus sp. RSJ-1 50 8,0-9,0 
Bacillus strain J 33* 60 8,0 
Bacillus stearothermophilus* 68 - 
Bacillus thermocatenletus* 60-70 8,0-9,0 
Bacillus thermoleovorans ID-1 70-75 7,5 
Geobacillus sp. 70 9,0 
Pseudomonas sp. 90 11,0 
Pyrobaculum calidifontis 90 - 
Pyrococcus furiosus* 100 - 
Pyrococcus horikoshii 97 5,6 
* aktivní v rozpouštědlech mísitelných s vodou 
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3. ZÁVĚR 
 Cílem této bakalářské práce bylo shrnout význam a aplikace termostabilních enzymů, 
výskyt termofilních a hypertermofilních mikroorganismů a určit možné příčiny termostability 
jejich enzymů. 
 Používání termofilních enzymů s sebou přináší mnoho výhod, ať už se jedná o zvýšení 
reakční rychlosti, zlepšení rozpustnosti substrátů, zrychlení difuse, snížení viskozity či snížení 
rizika kontaminace mesofilními mikroorganismy v důsledku zvýšené teploty, tak samotnou 
snazší purifikaci enzymů po rekombinantní produkci v mesofilních hostitelích. V současné 
době jsou ve větší míře používány pouze termostabilní DNA polymerasy a některé 
amylolytické enzymy. Dalšímu rozšíření zatím brání některé vlastnosti termostabilních 
enzymů nepříliš vhodné pro průmyslové postupy jako například jejich optimální pH, nízký 
poločas enzymu či limitovaná aktivita při vysoké koncentraci substrátu. Východiskem by 
mohlo být nalezení nových termostabilních enzymů či pravděpodobněji přímá syntéza 
enzymu s požadovanými vlastnostmi. 
 Existuje mnoho faktorů s potenciálním vlivem na zvýšenou termostabilitu proteinů jako je 
například větší rigidita, hydrofobní interakce, vodíkové vazby, rozdílná skladba aminokyselin 
či stabilizace α-helixu a další. U většiny z nich se podařilo prokázat jejich stabilizující vliv, 
ovšem nelze říci, že by některý z těchto faktorů mohl být univerzálně použit pro stabilizaci 
libovolného enzymu. Pro další výzkum je třeba získat hlubší informace o molekulárních 
vlastnostech termofilních enzymů. Množství v současnosti dostupných dat je o mnoho větší 
než před pouhými deseti lety a bude dále stoupat. Dá se předpokládat, že v budoucnu bude 
možné navrhnout stabilizaci pro jakýkoli protein, který tak bude splňovat veškeré požadavky 
průmyslu. 
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5. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A. awamori Aspergillus awamori 
Ala alanin 
Arg arginin 
Asn asparagin 
Asp asparagová kyselina 
ATP adenosintrifosfát 
B. licheniformis Bacillus licheniformis 
B. stearothermophilus Bacillus stearothermophilus 
B. subtilis Bacillus subtilis 
CD cyklodextrin 
CGTasa cyklomaltodextrin glykosyltransferasa 
Cys cystein 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfát 
E. coli Escherichia coli 
Ea aktivační energie 
GAPDH glyceraldehyd 3-fosfát dehydrogenasa 
Gln glutamin 
Glu kyselina glutamová 
Gly glycin 
HFCS high fructose corn syrup 
His histidin 
HSP heat shock proteins, teplotně šokové proteiny 
Ile isoleucin 
Leu leucin 
Lys lysin 
M. jannaschii Methanococcus jannaschii 
Met methionin 
MkFT formyltransferasa z Methanopyrus kandleri 
NAD(P)H/H nikotinamidadenindinukleotid(fosfát) 
P. furiosus Pyrococcus furiosus 
P. woesei Pyrococcus woesei 
PCR polymerázová řetězová reakce 
Phe fenylalanin 
Pl. fumarii Pyrolobus fumarii 
PRETAQ serin proteasa z Thermus Rt41A 
Pro prolin 
RNA ribonukleová kyselina 
RNasa ribonukleasa 
S. acidocaldarius Sulfolobus acidocaldarius 
Ser serin  
T. celer Thermococcus celer 
T. guaymagensis Thermus aquaticus 
T. hydrothermalis Thermococcus hydrothermalis 
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T. lanuginosus Thermomyces lanuginosus 
T. litoralis Thermococcus litoralis 
T. maritima Thermotoga maritima 
T. neapolitana Thermotoga neapolitana 
T. thermosulfurigenes Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 
t1/2 poločas enzymu 
Taq polymerasa polymerasa z Thermus aquaticus 
Thr threonin 
Tm teplota tání 
Trp tryptofan 
Tyr tyrosin 
Val valin 
Xaa jakákoliv aminokyselina 
 
